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Experimentelle Studien iiber den Nucleinstoffwechsel. 


VI. Mitteilung. 
Die Aufspaltung von Nucleotiden durch wisserige Pikrinsiurelisung 
in der Hitze. Isolierung der kristallisierten Cytidinphosphorsidure’). 
Von 


S. J. Thannhauser und G. Dorfmiiller. 


Aus der zweiten medizinischen Klinik [F. Mitiller}] Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22, August 1918.) 


Durch Hydrolyse mit sehr verdiinnten (2 °/,) Mineral- 
siuren werden die aus Purin- und Pyrimidinnucleotiden aufge- 
bauten Polynucleotide derartig aufgespalten, daf} die im Poly- 
nucleotidmolekiil vorgebildeten Purinnucleotide in ihre Bausteine 
Purine, Zucker und Phosphorsiiure zerfallen, wihrend die Pyri- 
midinnucleotide als Nucleotidkomplexe erhalten bleiben. Die 
Isolierung der ungespaltenen Pyrimidinnucleotide aus dem sauren 
Hydrolysengemisch gestaltete sich bisher sehr umstiandlich 
und verlustreich. Durch Hydrolyse der Hefenucleinsiure mit 
2°/,iger Schwefelsiiure konnten wir die Uridinphosphorsiure 
als kristallisiertes Brucinsalz isolieren. Die Cytidinphosphor- 
siure, welche bei der sauren Hydrolyse der Hefenucleinsaiure 
neben der Uridinphosphorsiiure ebenfalls entsteht, gibt zwar 
auch ein kristallisiertes Brucinsalz, es gelang uns aber bisher 
nicht, dieses Brucinsalz aus der Hydrolysenfliissigkeit voll- 
stiindig rein zu erhalten. Ein anderer Weg mufite gefunden 
werden, um die Cytidinphosphorsiure darzustellen. 


1) Die in den Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 51, 8. 467 (1918) ange- 
kiindigte ausfiihrliche Veréffentlichung der Darstellung eines kristallisierten 
Dinucleotides (wahrscheinlich Guanosin-Adenosinphosphorséure) kann in- 
folge meiner abermaligen Abstellung ins Feld erst spiiter erfolgen. Th. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIY. 5 
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Bei der ammoniakalischen Hydrolyse der Hefenuclein- 
siure am Riickflubkiihler zerfallt dieselbe in die Uridinphos- 
phorsiure und die Triphosphonucleinsiure, welche hinwieder- 
um aus den drei Mononucleotiden Guanosin-, Adenosin- und 
Cytidinphosphorsiiure aufgebaut ist. 

Kine schwachsaure Hydrolyse der Triphosphonucleinsiiure 
mufite, falls die von uns angenommene konstitutionelle Zu- 
sammensetzung der Triphosphonucleinsiure richtig ist, zur 
Isolierung des in ihr enthaltenen Pyrimidinnucleotides der 
Sytidinphosphorsiiure fiihren. Nach unseren Erfahrungen ist 
die Trennung der Pyrimidinnucleotide von den Reaktionspro- 
dukten der mineralsauren Hydrolyse durch die zahlreichen bei 
dieser Operation nétigen Fallungsreaktionen mit grofen Ver- 
lusten fiir das zu isolierende Pyrimidinnucleotid verbunden. 
Wir suchten daher die Hydrolyse mit einer organischen Siure 
durchzufiihren und fanden hierzu die Pikrinsiiure besonders 
geeignet, weil die Hauptreaktionsprodukte der Hydrolyse, die 
abgespaltenen Purine, beim Erkalten sofort als _unlisliche 
Pikrate ausfallen. Aus der hinterbleibenden Hydrolysenfliissig- 
keit liBt sich die geléste Pikrinsiiure leicht durch Ather ent- 
fernen und das gesuchte Pyrimidinnucleotid nach dem Konzen- 
trieren der Liésung mit Alkohol fillen. Das mit Alkohol ge- 
fallte Rohprodukt gibt ein kristallisiertes Brucinsalz, das nach 
einmaligem Umkristallisieren bereits rein ist. Wir hydroly- 
sierten auf diese Weise die Triphosphonucleinsiiure und erhielten 
das Brucinsalz der Cytidinphosphorsiiure in guter Ausbeute. 
Zur Darstellung der freien Cytidinphosphorsiiure zerlegten wir 
das Brucinsalz 8. P. 205° mit Ammoniak, fallten die Lésung 
des Ammoniumsalzes mit Bleiessig (D. A. B.) und zerlegten das 
entstehende Bleisalz mit Schwefelwasserstoff. Beim Kinengen 
der wiisserigen Lésung im Vakuumexsikkator kristallisiert 
dann die freie Cytidinphosphorsiiure in schénen Kristallen. 

In der IV. Mitteilung') unserer experimentellen Studien 
iiber den Nucleinstofiwechsel haben wir zwei scheinbar isomere 
Triphosphonucleinsiiuren beschrieben, die sich nur durch ihre 


')S. J. Thannhauser und G. Dorfmiiller, Diese Zeitschr., 
Bd. 100, 8. 121 (1917). 
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verschiedene optische Aktivitét und in dem Schmelzpunkt der 
Brucinsalze unterscheiden. Die Triphosphonucleinsiure aus 
Brucinsalz 8. P. 205° drehte nach links, wihrend die Triphos- 
phonucleinsiure aus Brucinsalz 8. P. 185—187° optisch inaktiv 
war. Wir unterwarfen nunmehr die freien Siiuren beider 
Brucinsalze der pikrinsauren Hydrolyse. Das aus der Hydro- 
lysenfliissigkeit beider Siiuren isolierte Brucinsalz gibt Ana- 
lysenzahlen, die fiir das Brucinsalz der Cytidinphosphorsiure 
stimmen. Zersetzi man aber die beiden Brucinsalze zur Iso- 
lierung der freien Cytidinphosphorsiiure, so kristallisiert die 
freie Cytidinphosphorsiiure in guter Ausbeute nur aus dem 
Brucinsalz, das durch die Hydrolyse der Saure Brucinsalz 
205° (1-Triphosphonucleinsiure) gewonnen war, wihrend die 
Cytidinphosphorsiure aus Hydrolyse der Siure Brucinsalz 
185—187° (angeblich d-l-Triphosphonucleinsiiure) nur in spiir- 
lichen Kristallen sich absetzte und zum Teil sirupés blieb. 

Kin derartiges Verhalten haben wir auch bei der Dar- 
stellung der freien Cytidinphosphorsiure aus einem Brucinsalz, 
das noch mit Brucinsalz der Uridinphosphorsiure verunreinigt 
war, beobachtet. Dieser experimentelle Befund veranlafit uns 
zu der Feststellung, daf} von den beiden isomeren Triphospho- 
nucleinsiiuren nur die linksdrehende Triphosphonucleisiure 
ein einheitlicher, chemischer Kérper ist. 

In der gleichen Weise wie die |-Triphosphonucleinsaure 
haben wir auch die Hefenucleinsiiure der Hydrolyse mit Pikrin- 
siure unterworfen. Nach dem Abfiltrieren der abgespaltenen 
Purinpikrate und dem Entfernen der iiberschiissigen Pikrinsiure 
mit Ather wird durch Alkohol ein Gemisch von Uridin- und 
Cytidinphosphorsiiure niedergeschlagen. Hine Trennung beider 
Pyrimidinnucleotide gelingt nur mit Hilfe der fraktionierten 
Kristallisation ihrer Brucinsalze. Da aber die Léslichkeit beider 
Brucinsalze in Wasser nicht sehr verschieden ist, muf die 
fraktionierte Kristallisation mehrere Male wiederholt werden 
und fiihrt schlieblich nur zu einer ganz geringen Ausbeute an 
reinen Brucinsalzen. Es empfiehlt sich daher, zur praparativen 
Herstellung der Uridin- und Cytidinphosphorsiiure die Hefe- 
nucleinsiure zuerst durch ammoniakalische Hydrolyse am 
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RiickfluBkiihler') in 1-Triphosphonucleinsiiure und Uridinphos- 
phorsiure aufzuspalten und dann durch Hydrolyse der 1-Tri- 
phosphonucleinsiiure mit kochender Pikrinsiurelésung die 
Cytidinphosphorsiiure darzustellen. 

Wir behalten uns vor, die Methode der Hydrolyse mit 
Pikrinséiure und mit anderen organischen Siuren bei 
verschiedenen Temperaturen auch mit tierischen Nuclein- 
siuren auszufiihren. 


Experimenteller Teil. 


Hydrolyse der |-Triphosphonucleinsiure mit konzen- 
trierter Pikrinsiurelésung in der Hitze. Darstellung 
der kristallisierten Cytidinphosphorsiure. 

30 g Brucinsalz der Triphosphonucleinsiiure 8. P. 205° 
werden in reinem Wasser suspendiert, mit iiberschiissigem 
Ammoniak versetzt und dann in Kis gekiihlt. Das Brucin 
fillt vollstiindig aus. Nach dem Abkiihlen auf 0° und halb- 
stiindigem Stehen wird das Brucin abfiltriert, auf der Nutsche 
scharf abgeprebt und mit Eiswasser nachgewaschen. Das 
Filtrat wird bei 40—50° im Vakuum stark konzentriert. Die 
konzentrierte Lésung des Ammonsalzes wird mit viel Pikrin- 
siiure in Substanz (ca. 30 g) versetzt und die Mischung 1'/, bis 
2 Stunden am Riickflufkiihler im Sieden erhalten. Zuerst list 
sich alle Pikrinsiiure in der Siedehitze, dann fillt allmiihlich 
unter starkem Stofien ein Pikrat aus. Man kocht vorsichtig 
trotz des StoBens die vorgeschriebene Zeit weiter. Nach 
2 Stunden laf}t man abkiihlen und stellt die Hydrolysenfliissig- 
keit zur vollstiindigen Ausfillung der Purinpikrate, des Ammo- 
niumpikrates und unveriinderter Pikrinsiiure iiber Nacht in den 
Hisschrank. Die ausgefallenen Pikrate und die Pikrinsiure 
werden abgenutscht, das Filtrat im Vakuum bei 40—50° stark 
konzentriert und mehrmals in den Eisschrank gestellt. Es 
scheidet sich neben Pikrat noch eine gallertige Substanz ab. 
Man saugt abermals ab, wiischt mit wenig Wasser nach und 


') §. J. Thannhauser und G. Dorfmiiller, Diese Zeitschr., 
Bd. 100, S. 121 (1917). 
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ithert das mit etwas Wasser noch weiter verdiiunte Filtrat 
aus, bis alle Pikrinsiiure entfernt ist. Die ausgeiitherte Lisung 
wird im Vakuum bei 30—40° stark eingeengt und im Vakuum 
iiber konzentrierter Schwefelsiiure vollstiindig konzentriert. 
Der hellgelbe Sirup wird mit der 10—11fachen Menge Wasser 
sekocht und die siedend heifie Liésung in eine heifie alko- 
holische Brucinlésung, die an Brucin die doppelte Gewichts- 
menge des Sirups gelést enthilt, gegossen (Verhiltnis des 
Brucins in Alkoho] wie 1:2). Es beginnt alsbald eine Abscheidung 
von Brucinsalz, die bei liingerem Stehen im Eisschrank voli- 
stiindig wird. Das ausgefallene Brucinsalz wird abgesaugt, mit 
wenig Alkohol nachgewaschen und mit reinem Chloroform 
dekantiert. Nach dem Umkristallisieren aus Wasser schmilzt 
das Brucinsalz bei 180—182°. In Wasser ist das Brucinsalz 
ziemlich schwer lislich, in heifem Alkohol ist es leicht léslich. 

0.1318 g Substanz : 11 cem N (20°, 722 mm) 

C, H,,0,N,C (Coy Hy,0,Ne)p. Ber.: N 8,82 

Gef.: N 9,00. 

Zur Darstellung der freien Cytidinphosphorsiiure wird 
das Brucinsalz in heifiem Wasser gelist, mit tiberschtissigem 
Ammoniak versetzt und bei 0° unter Eiskiihlung stehen ge- 
lassen. 

Das ausgefallene Brucin wird abgesaugt, das Filtrat im 
Vakuum konzentriert und die ammoniakfreie Lésung des Ammon- 
salzes mit Bleiessig (D. A. B.) gefillt. Das ausgefallene Blei- 
salz wird in Wasser aufgeschlemmt, abfiltriert und mehrere 
Male unter Aufschlemmen mit Wasser dekantiert. Die Suspen- 
sion des Bleisalzes in Wasser wird mit Schwefelwassersioff 
zersetzt, vom Bleisulfid abfiltriert und das Filtrat im Vakuum 
bei 40° auf 30 ccm eingeengt. Diese Lisung laift man lang- 
sam im Vakuumexsikkator iiber Schwefelsiure eindunsten. 
Hierbei scheidet sich die Cytidinphosphorsiiure in derben, 
weifen Kristallen, die in Rosetten angeordnet sind, aus. Aus 
Wasser umkristallisiert. Schmelzp. 227°. Herr Geheimrat 
Groth hatte die grofie Liebenswiirdigkeit, die Kristallform zu 
bestimmen. Die Cytidinphosphorsiiure kristallisiert moncclin- 
sphenoidisch. 


Sere eect: 
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Cytidinphosphorsiure. 
0,1227 g Substanz 0,1525 g¢g CO, 0,0529 ¢ H,O 
0,0819 g : 9,6 ccm N (15°, 718 mm) 
0,1285 g Substanz 0,6950 ¢ P,O,. - 24 MoO, 
0.1265 g  , 0,0844 g P,O.. - 24 MoO, 
Cytidinphosphorsiiure C,H,,0,N, P. 
Ber.: C 33,439,  H 433%  N 18,00%, P 9,59°%, 
Gef.: C 33,899, H4,78% N18,09% P 9,82, 9,38), 

Bestimmung der optischen Aktivitiit: 0,1115 g Substanz 
(im Vakuum bei 150° getrocknet) drehen in 4 ccm 1/, n-Na- 
Lauge gelist in einem 18,94 ccm-Rohr 1,24° nach rechts 
[a], = + 28,48°. 

Die bei der Hydrolyse der Triphosphonucleinsiure mit 
Pikrinsiurelésung ausfallenden Pikrate wurden zur Identifizie- 
rung auf folgende Weise aufgearbeitet. Das Pikratgemisch 
wird zuerst zur Entfernung der freien mitausgefallenen Pikrin- 
siure mit sehr viel Ather in der Wiirme behandelt. Die hinter- 
bleibenden Pikrate werden in heifier konzentrierter Salzsiiure 
geliést und iiber Nacht stehen gelassen. Von der sich aus- 
scheidenden Pikrinsiiure wird auf einem gehiirteten Filter ab- 
filtriert. Die salzsaure Lisung wird auf ein kleines Volumen 
eingeengt. Die hinterbleibende Substanz wird in Wasser ge- 
lést und mit Ammoniak versetzt. Die ausfallende Substanz 
wird abfiltriert und mit 2°/,igem Ammoniak dekantiert und 
dann mit Wasser gewaschen. Hierauf bringt man die Sub- 
stanz mit wenig 5°/,iger Schwefelsiiure in Liésung und fillt 
mit kaltgesiittigter Pikrinsiurelésung. Uber Nacht kristalli- 
siert das Guanin als schiénes Pikrat aus. 


0,0517 g¢ Substanz 14,2 ccm N (24°, 720 mm) 
Guaninpikrat. C,;H;N,O. C,H,N,0,.  Ber.: N 29,47°/, 
Gef.: N 29,86 °/, 
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Das ammoniakalische Filtrat der Guaninfillung wird zur 
Trockne eingeengt. Das zuriickbleibende Kristallisat wird in 
wenig Wasser gelést, eventuell vom Ungelésten abfiltriert, und 
mit kaltgesiittigter Pikrinsiurelésung versetzt. Es fallt sofort 
ein schénes Pikrat aus. 

0,0437 g Substanz 12,20 com N (16°, 717 mm) 
Adeninpikrat. C,H;N,. C,H, N,0,. der.: N 30,78 0/, 
Gef.: N 31,02°, 


Hydrolyse der Hefenucleinsiure mit konzentrierter 
Pikrinsiurelésung in der Hitze. 
Darstellung des Cytidin- und Uridinphosphorsiure- 
brucinsalzes. 


Zu 100 g Hefenucleinsiiure in 500 cem Wasser werden 
60 g Pikrinsiiure hinzugegeben und 2 Stunden am Riickflufi- 
kiihler gekiihlt. Die Aufarbeitung der Hydrolysenfliissigkeit ge- 
schieht in der gleichen Weise, wie dies bei der vorstehenden 
Pikrinsiiurehydrolyse der Triphosphonucleinsiure beschrieben 
ist. Nach dem Entfernen der Furinpikrate und der Pikrinsiiure 
wird die Fliissigkeit im Vakuum zum Sirup eingeengt. Der 
Sirup (ungefihr 60—70 g) wird in 500 ccm Wasser siedend 
heifi gelést und in eine heifie, alkoholische Brucinlésung, die 
ca. 60—70 g Brucin gelést enthilt, eingegossen. Die kochende 
Lisung lift man bis 60° C. abkiihlen, saugt rasch vom aus- 
fallenden Brucinsalz ab und Jit dann weiter bei Zimmer- 
temperatur stehen. Kristallisat I (100— 60°) enthilt zum gréften 
Teil das Brucinsalz der Uridinphosphorsiiure, Kristallisat II 
(60° Zimmertemperatur) ist ein Gemisch der Brucinsalze der 
Uridin- und Cytidinphosphorsiiure. Kristallisat I wird mit heifiem 
Wasser ausgezogen. Der ungeldéste Riickstand aus sehr viel 
heifiem Wasser auskristallisiert. Auf diese Weise erhilt man 
das Brucinsalz der Uridinphosphorsiure. Schmelzp. 175—177°. 

0,1023 g Substanz 7,00 cem (16°, 709 mm) 

Cy Hy No Oy P(Cyg Hog O,No),. Bers: N 7,55 °%/, 

Gef.: N 7,5 °/, 


Kristallisat II wird zur Entfernung des Uridinphosphor- 
siurebrucinsalzes mehrmals auf die beschriebene Art frak- 
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tioniert kristallisiert. SchlieSlich erhalt man das Cytidinphos- 
phorséurebrucinsalz in der Fraktion 60° Zimmertemperatur 
rein. Die Ausbeute ist durch das wiederholte Fraktionieren 
allerdings sehr gering. Schmelzp. 180—182°. 
0,1014 g Substanz 8 ccm (19°, 712 mm) 
C,H,,N; 0, P (Cos Hog O,No)o. Ber.: N 8,82 °/, 
Gef.: N 8,61°/, 


Die Isolierung des Guanin- und Adeninpikrates aus dem 
bei der Pikrinsiiurehydrolyse der Hefenucleinsiure ausfallenden 
Pikratgemische geschieht in der gleichen Weise, wie dies bei 
der vorstehenden Hydrolyse der Triphosphonucleinsiure be- 

chrieben wurde. 





Weitere Untersuchungen iiber die Herkunft des Kreatins. 
Ill. Mitteilung.’) 


Von 


Karl Thomas und M. G. H. Goerne?y.”) 


‘Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Berlin.) 
(Der Redaktion azugegangen am 20, September 1918.) 


Versuche, in denen ¢-Guanidocapronsiiure*) an Kaninchen 
verfiittert wurde, sowie solche*), in denen iiberlebende Muskeln 
von Hunden mit Blut durchspilt wurden, dem Arginin sowie 
“-Guanidobuttersiure zugesetzt worden war, haben den Abbau 
dieser Substanzen zu Kreatin nicht darzutun vermocht. Eine 
kleine Vermehrung der kolorimetrisch gemessenen Kreatinmenge 
scheint dabei aufgetreten zu sein, eine Beweiskraft darf ihr 
nicht beigelegt werden, da der Kreatingehalt des Durchblutungs- 
priparates nicht gleichméfig genug war’); von ihm hat aber 
die Berechnung auszugehen. Aufierdem stand die Zunahme an 
Kreatin in gar keinem Verhiltnis zu der grofien Menge ver- 
meintlicher Muttersubstanz, die dem durchstrémenden Blut zu- 
gesetzt worden war. Neben anderen Méglichkeiten konnte der 
vermutete Abbau zum Kreatin deshalb unterblieben sein, weil 
hierzu nicht nur die §-Oxydation, sondern auch eine Methylierung 
erforderlich ist. Unterbleibt letztere, so entsteht --Guanido- 
buttersiiure, von der bekannt®) ist, daf} sie durch ein arginase- 


1) I. Mitteilung, Diese Zeitschr., Bd. 88, 8. 465 (1913); I1. Mitteilung, 
Bd. 92, 8. 163 (1914). 


Ld 


2) Gefallen als Kampfflieger bei Reims, 3. 5, 17. 

5) li c., Il. Mitteilung. 

‘) Noch nicht veréffentlichte eigene Versuche. 

5) Diese Befiirchtung hat bereits Riesser ausgesprochen, Diese 
Zeitschr., Bd. 86, S. 483 (1915). 

5) |. c., I, Mitteilung. 
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aihnliches Ferment der Leber in Harnstoff und Aminosiijure 
gespalten wird; da beide weitere Zersetzungen im Tierkérper 
erleiden, brauchen keine Abbauprodukte der Guanidobuttersiiure 
mehr aufzufinden sein. Es ist denkbar, dafi der oxydative 
Abbau erst einsetzt, nachdem die Methylierung des Guanidin- 
kerns erfolgt ist. Die Methylierung von verfiitterter Guanido- 
essigsiiure erfolgt nur sehr unvollstiindig’). Es lag daher nahe, 
dem Organismus entgegenzukommen und ihm die methylierte 
Siiure zum oxydativen Abbau zu reichen. Es geniigt unserer 
Ansicht nicht, gleichzeitig nur solche Substanzen zu geben, die 
méglicherweise eine Methylierung erleichtern, wie es Thomp- 
son*) bei seinen Argininstudien tut; es scheint uns notwendig 
zu sein, sich der Miihe zu unterziehen, die Methylprodukte 
auberhalb des Kérpers herzustellen. Solche Kreatinhomologe 
hat Gansser*) systematisch hergestellt. Nach unseren heu- 
tigen Kenntnissen kénnen nur die mit einer geraden C-Zahl in 
der Fettsiure als Vorstufe in Betracht kommen, in erster Linie 
also die j-Methylguanidobuttersiure. Sie ist von Gansser 
nur mit sehr schlechter Ausbeute erhalten worden. Leichter 
und wegen des Ausgangsmaterials —- Cyklohexanon — be- 
sonders in der nétigen grofien Menge zugiinglich mufite die 
¢-Methylguanidocapronsiiure sein; sie ist bisher noch unbe- 
kannt, wir haben sie eigens fiir diese Versuche nach dem Ver- 
fahren von E. Fischer iiber die Toluolsulfonverbindung der 
Aminosiure hergestellt. Sie veranlaBte aber keine Vermehrung 
des Harnkreatins beim Kaninchen, weder bei oraler noch bei 
subkutaner Darreichung. Deshalb wurde auch noch die y-Methy!- 
guanidobuttersiiure gepriift. Die Darstellung der ;-Methylamino- 
buttersiure erfolgte nicht nach dem Verfahren von Gansser 
durch Einwirkung von Methylamin auf 7-Chlorbuttersiureithy]- 
ester, sondern entsprechend dem bei der Capronsiure ausge- 
arbeiteten Verfahren iiber die Toluolsulfonverbindung der Amino- 
siiure. Dieser Weg gestattet mit gréSeren Mengen zu arbeiten 


4) 4,5—15,3°,. Jaffe, Diese Zeitschr., Bd. 48, S. 480 (1906); 
Dorner, Bd. 52, 8. 225 (1907). 

*) Journ. of Phys., Bd. 51, 8. 847 (1917). C.C. 18 I, 8. 558. 

5) Diese Zeitschr., Bd. 61, S. 16 (1909). 
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und ist so trotz der scheinbar lingeren Reaktionsfolge ein- 
facher und gibt weit bessere Ausbeuten. Auch 7-Methyl- 
guanidobuttersdure fiihrte im Tierversuch zu keiner 
Vermehrung der Kreatinausscheidung. 

Im Versuchsteil werden einige weitere Substanzen neu 
beschrieben, die mit der Fragestellung dieser Mitteilung in 
keinem Zusammenhang stehen. Ihre Darstellung erfolgte, um 
sie so kennen zu lernen, dafi sie im Harn gegebenenfalls 
aufgefunden werden kénnen. Die Harne aufzuarbeiten, mufi 
einer spiteren Zeit vorbehalten bleiben. Bei einem anderen 
hier nicht angefiihrten Versuch ist dies bereits geschehen: 
es wurde nur ein Teil der e-Methylguanidocapronsiure unver- 
iindert zuriickgewonnen, andere Abbauprodukte konnten nicht 
aufgefunden werden; es waren damals aber nur einige Gramm 
der Saiure verfiittert worden. Erst die Aufarbeitung der Harne 
aus den weiter unten angefiihrten Versuchen wird uns hoffent- 
lich ersehen lassen, wie die verfiitterten Kreatinhomologen 
abgebaut worden sind. Fiir die dieser Mitteilung zugrunde 
gelegte Fragestellung geniigt die Feststellung, daf} beide Siiuren 
jedenfalls nicht in Kreatin iibergehen. 


Versuchsteil. 
I. Die --Methylaminocapronsiure und ihre Abkémmlinge. 


Da die Aminosiiure aus Cyklohexanon iiber ihr Laktam') 
zugiinglich ist, wurde zuerst vergeblich versucht, dieses zu 
methylieren und so zur Methylaminocapronsiure zu gelangen. 
Erst der Weg iiber die Toluolsulfoverbindung fiihrte zum Ziel, 
der zwar umstiindlicher ist, dafiir aber die Einfiihrung nur 
einer Methylgruppe gewihrleistet. 


a) Toluolsulfonyl-c-amino-n-capronsdure 
CH, - C,H, - SO, - NH (CH,), - COOH. 
26,2 g nicht ganz chlorhydratfreies <-Leucin gelést in 
300 cem */,-n-Natronlauge werden mit 55 g des Sulfochlorids 
geschiittelt. Nach 3 Stunden ist nahezu alles gelést, es wird 


1) Ad. Baeyer, Liebigs Ann. d. Chem., Bd. 278, 8. 102; Wallach, 
desgl., Bd. 312, S. 187; v. Braun, Chem. Ber., Bd. 40, 8. 1839. 
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filtriert und mit 35 ccm konzentrierter Salzsiure kongosauer 


gemacht. Ausbeute nach einigem Stehen in der Kilte 60,5 g 
(ber. 57,0 g); Schmelzpunkt 104—106° Nach zweimaligem 
Umkristallisieren aus Wasser andert sich der Schmelzpunkt 
nicht. Die Ausbeute entspricht der Theorie: aus 200 g Leucin 
wurden 432 g (ber. 435 g) der Toluolsulfoverbindung erhalten. 
Sie kristallisiert in feinen langen Nadeln, ist in kaltem Wasser 
schwer, leichter in heiBem, ziemlich leicht in Alkohol léslich. 

Zur Analyse wurde im Vakuum iiber P,O, bei 80° getrocknet. 
0.4298 g verbrauchen nach Kjeldahl 15,05 ecm /,,-Siure, 20,820 mg?) 
geben 16,015 mg BaSO,; 20,390 mg geben 41,110 mg CO, und 13,165 mg H,0, 

Fir C,,H,,O,NH. Ber.: C 54,70°/, Gef.: 54,98°/, 


M.-G. 285,2 H 6,71%, 7,22°/, 
N 4,92°/, 4,90°/, 
S 11,24°/, 10,57 °/,. 


b) Toluolsulfonyl-e-methylamino-n-capronsiure 


CH, - C,H, - SO, - N(CH,)(CH,); COOH. 


Die Methylierung kann mit Jodmethyl, besser mit Di- 
methylsulfat geschehen. In beiden Fallen ist das Reaktions- 
produkt zuerst élig und wird erst nach einmaligem Unmnfiillen 
fest. Ausbeute quantitativ. 

14,5 g Toluolsulfonyl-e-leucin (1,0) werden gelist in 
15 ccm 33°/,iger Natronlauge (1,2) mit 7,5 g Dimethylsulfat 
(2,5) geschiittelt. Nach Zugabe des letzten Teils des Methy!- 
sulfats und kurzem weiteren Schiitteln erstarrt plétzlich die 
ganze Masse zu einem Kristallbrei von zarten Nadeln; mit 
100 cem Wasser wieder in Lésung gebracht, wird noch 1/, Stunde 
weiter geschiittelt, dann auf dem Wasserbade gelinde erwirmt, 
kurz aufgekocht und mit Schwefelsiure kongosauer gemacht. 
Das ausfallende weiSe Ol wird auch tiber Nacht im Eisschrank 
nicht fest. Es wird deshalb in starker Kaliumkarbonatlésung 
aufgenommen und daraus mit Salzsiiure wieder gefallt; dabei 
erstarrt es sofort. Ausbeute 14,5 g. Schmelzp.55—59° Nach 
einmaligem Umkristallisieren aus heifiem Wasser unter Zugabe 
einiger Tropfen Alkohol Schmelzp. 53°; weiteres Kristallisieren 


1) Die Mikroanalysen verdanke ich Herrn Dr. H. Weil, Miinchen. 
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aus wenig heifjem Essigester unter Zusatz von Petrolither bis 
zur beginnenden Triibung indert den Schmelzpunkt nicht, 
weifie zarte Nadeln; léslich in heifem Wasser, wenig lislich 
in kaltem Wasser, sehr leicht léslich in Alkohol. Essigester, 
nicht léslich in Ather, Petrolither. 


Zur Analyse wurde im Vakuum iiber P.O; bei 55° getrocknet. 
20,510 mg geben 16,875 mg BaSO,; 40,210 mg geben 2,00 com N bei 712 mm 
und 18°; 0,1630 g verbrauchen nach Kjeldahl 5,20 ccm 2/,,-Siure; 
90,195 mg geben 41,850 mg CO, und 13,175 mg H,0O. 
Fiir C,, H,,0,NS. 
M.-G. 299,2. 


Ber.: C 56,14°/, Gef.: 56,49°/, 


H 7,08°/, 7,00 °/, 
N 4,68°/, 5,35°/, (Dumas); 4,47°,, (Kjeldahl) 
S 10,72°, 11,30. 


Die gleiche Substanz wird aus Methylleucin (s. unten) 
und Toluolsulfochlorid nach Schotten-Baumann erhalten, im 
ganzen bekamen wir in 6 Portionen aus 440 g Toluolsulfo- 
leucin durch Behandeln mit Dimethylsulfat 450 g der methy- 
lierten Verbindung. 


c) ¢-Methylamino-n-capronsaure 
CH, NH(CH,),COOH. 

Die Abspaltung der Toluolsulfosiure erfolgte mit konzen- 
trierter Salzsiiure unter nicht unerheblichen Verlusten durch 
Sprung von Kinschmelzréhren; die Arbeit von H. Fischer’), 
wonach sich die Abspaltung bequem mit Jodwasserstoffsiure 
durchfiihren lifst, erschien erst, als die Darstellung des ¢-Methyl- 
leucins beendet war. 

Je 8 g Toluolsulfonyl-methylleucin wurden mit 32 ccm Salzsaure 
(D 1,19) 22 Stunden im Einschmelzrohr auf 100° erhiizt. Der Rihren- 
inhalt wurde mit Wasser verdiinnt und mit Phosphorwolframsiure gefiallt, 
der Niederschlag in iiblicher Weise in Aceton gelist und mit Baryt zer- 
legt. Die von Baryt befreite Lisung wurde im Vakuum eingeengt und 
scharf getrocknet. Der Riickstand kristallisierte dann nach einigem 
Stehen und erwies sich als ziemlich reines :-Methylleucin. 

Ks halt hartnickig ungefihr 1'/, Mo) Wasser zuriick und 
schmilzt in diesem Zustande unscharf bei 67% auch im Va- 


) B.B., Bd. 48, 8. 98 (1915). 
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kuum iiber P,O; bei Zimmertemperatur wird das Kristallwasser 
nicht vollstiindig abgegeben, erst bei 55° wird ein wasser- 
freies Priparat erhalten, das jetzt auch aus alkoholischer 
Lésung mit Ather kristallinisch und nicht mehr dlig fiallt, 
Ein auf diese Weise zweimal gereinigtes Priiparat zeigt den 
Schmelzp. 132°. 


0,1748 g verbrauchen nach Kjeldahl 11,90 ccm »/,,-Siiure, 


17,245 mg Substanz — 36,485 mg CO, und 15,910 mg H,0. 
Fiir C,H,,O,N. Ber.: C 57,88°/, Gef.: 57,62°/, 
M.-G, 145,1 H 10,42°/, 10,32 °/, 
N_ 9,65°/, 9,53 °/,. 


Insgesamt wurden aus 450 g der Toluolsulfonylverbindung 
116 g Methylleucin und 21 g als Guanidoverbindung (s. unten) 
erhalten = 50°/, der Theorie. 

e-Methylleucin ist sehr hygroskopisch, es list sich spielend 
in kaltem Wasser und Alkohol, wenig in Aceton, Essigester, 
auch in der Wirme, nicht in Ather, Petrolither, Benzol. Beim 
EKinengen einer mit Salzsiiure versetzten Liésung in der Kilte 
bleibt ein nicht kristallisierender Sirup zuriick, seine Salze 
mit Mineralsiiuren sind in Alkohol sehr leicht léslich, auch mit 
Chromsiiure, Ferrocyanwasserstoff, Uberchlorsiiure, Pikrinsiiure 
wird keine Fallung, auch nicht in alkoholischer Lésung, er- 
halten; dagegen auch in starker Verdiinnung mit Phosphor- 
wolframsiiure bei Gegenwart von Mineralsiiure. Die schwach 
salzsaure Lisung liefert mit (25 Gew.-Proz.) Wismutkaliumjodid- 
lésung tiefrote schiefe Tafeln und Prismen, ebenso wie die 
6-Methylaminovaleriansiiure. Gegen beide Reagentien verhiilt 
es sich ganz gleich seinem niichst niederen Homologen, der 
6-Methylaminovaleriansiure'). Mit Metallen wurden keine Salze 
erhalten; auch Gansser versuchte vergeblich ein Kupfersalz 
der ~-Methylaminobuttersiiure*) zu gewinnen. 

Zur Charakterisierung geeignet ist die Toluolsulfover- 
bindung, die sich mit guter Ausbeute nach Schotten-Baumann 
darstellen laBt. 


1) E. Fischer-Bergmann, Liebigs Ann., Bd. 398, S. 96 (1919). 
*) Diese Zeitschr., Bd. 61, 8. 57. 
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d) ¢-Methylguanidocapronsiure 
NH,C(NH)N(CH,) - (CH,).COOH. 

22,3 g Methylleucin und 12,9 g Cyanamid werden in 
100 cem Wasser klar gelést und mit einigen Tropfen Ammoniak 
versetzt. Nach 5tigigem Stehen bei Zimmertemperatur hat 
sich eine reichliche kristallinische Ausscheidung gebildet, die 
nach weiteren 4 Tagen abgesaugt und mit Alkohol bis zum 
Verschwinden des Dicyandiamids ausgekocht wurde. Ausbeute 
an Rohproedukt 17,0 g mit 21,97°/, N (ber. 22,45°/,); frei- 
willig kristallisierten aus der Mutterlauge wihrend der niichsten 
drei Monate nur noch 0,14 g, wihrend durch Einengen und 
Reinigen des Riickstandes mit Alkohol noch 5,02 g mit 22,24°/, N 
erhalten wurden, insgesamt also an Rohprodukt 22 g statt 
27 g = 81°/, der Theorie. Das Rohprodukt laft sich durch 
Kristallisieren schwer reinigen, da es in heifem Wasser nicht 
erheblich leichter léslich ist wie in kaltem, sehr leicht iiber- 
sittigte Lésungen gibt und nur langsam zur Kristallisation zu 
bringen ist. Durch Fallen einer konzentrierten Lésung des 
Chlorids mit der berechneten Menge Alkali und mehrfachem Um- 
lésen des Produktes in heifjem Wasser und Einengen der Liésung 
wurde schliefilich reine Methylguanidocapronsiure erhalten. 

Zur Analyse wurde im Vakuum iiber P,O; bei 100° getrocknet. 

0,0845 g Substanz verbrauchen nach Kjeldahl 13,50 ecm 2/,,- 
Siure. 21,185 mg Substanz geben 39,310 mg CO, und 17,485 mg H,0. 

Fir C,H,,O.N,. Ber.: C 51,3 °/, Gef.: 50,729, 
H 9,1 %, 9,26), 
N 22,40 °/o 22,42 °/o, 

Sie kristallisiert in mikrokristallinen, verfilzten Spiefien, 
zersetzt sich je nach der Art des Erhitzens, ohne vorher zu 
schmelzen, bei ungefaihr 285°, ist in den gebriuchlichen orga- 
nischen Lisungsmitteln unléslich, in siedendem Alkohol ein 
wenig léslich; 1 Teil list sich in 69 Teilen Wasser von 20°, 
in 25,8 Teilen bei Siedetemperatur. 

Zur Darstellung des Chlorhydrats wird die Gua- 
nidosiiure in der berechneten Menge Salzsiiure gelést, die 
Lésung auf dem Wasserbad zur Trockne eingeengt, der Sirup 
erstarrt beim Erkalten zu einer strahlig-kristallinischen Masse; 
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nachdem die letzten Spuren Wasser tiber Kaliumhydroxyd im 
Vakuum entfernt sind, wird das Chlorhydrat in wenig abso- 
lutem Alkohol gelést, wenn nétig filtriert, eingeengt bis zur 
Trockne und nochmals mit Alkohol aufgenommen, die alkoho- 
lische Lésung mit trockenem Ather bis zur beginnenden Triibung 
versetzt. Uber Calciumchlorid scheidet sich dann das Chlor- 
hydrat in langen feinen Nadeln aus. 

Zur Analyse wurde im Vakuum iiber P,O, und KOH bei 
55° getrocknet. 

0,2416 g Substanz geben 0,1555 g AgCl und verbrauchen nach 
Kjeldahl 32,55 ccm n/,,-Siure. 

Fiir C,H,,0.N,-HCl. Ber.: N 18,79°/, Gef.: 18,75°/, 
M.-G. 228,6 Cl 15,85 %o 15,92°/,. 

Das reine trockene Salz beginnt im zugeschmolzenen 
Réhrchen bei ungefiahr 85° weich zu werden und schmilzt bei 
105°;*) es lést sich spielend in kaltem Wasser und Alkohol, 
fillt bei Gegenwart von Feuchtigkeit mit Ather dlig, mit 
Gold- und Platinchlorid gibt es keine schwerlésliche Verbindung. 

Vollig analog wurde das Nitrat der Methylguanidocapron- 
sdure erhalten. Schmelzp. unscharf 80—85°. 

Zur Analyse wurde im Vakuum iiber P.O, und KOH bei 55° ge- 
trocknet. 

20,230 mg Substanz geben 27,935 mg CO, und 13,115 mg H,0: 
40,200 mg Substanz geben 8,15 mg N bei 712 mm und 18,5°. 

Fir C,H,,0,N, -HNO,. Ber.: C 38,37°/, Gef.: 37,664/, 
H 7,25°/, 7,25 °/, 
N 22,409, 21,75, 

Zur Identifizierung eignet sich das saure oxalsaure Salz. 
Zu seiner Darstellung werden iquimolekulare Mengen Methyl- 
guanidocapronsiure und kristallisierte Oxalsiure in dem andert- 
halbfachen Gewicht Wasser heif} gelést. Beim Abkiihlen kristal- 
lisiert das Salz in feinen Spiefen, bei langsamer Abscheidung 
in derben zusammenhingenden Krusten sofort analysenrein, 
frei von Kristallwasser, aus. Schmelzp. 167—168° (unkorr.) 
unter Zersetzung; merklich léslich in kaltem Alkohol, nicht in 





1) Auch das Chlorhydrat der Methylguanidobuttersiure schmilzt 
unscharf zwischen 117—126°; Gansser, Diese Zeitschr., Bd. 61, 8. 62. 
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Ather, sehr leicht léslich in heifSem Wasser; bei 21° lésen 
100 g Wasser 2,747 g; die wiisserige Liésung reagiert sauer, 
das Salz verhilt sich wie eine zweibasische Siure. 


Zur Analyse wurde bei 100° im Vakuum iiber P,O, getrocknet. 
0,1106 g verbrauchen nach Kjeldahl! 11,20 cem n/,,-Saure 
0,0966 » » » > 10,35 » » 
0,1534 » » zur Neutralisation (Phenolphthalein) 11,10 cem 
n/,9-Natronlauge. 


Fir C,H,,0,N,-C,H,O,. Ber.: N 15,16°/, Gef.: 15,06°/, 15,00°/, 
M.-G. 277,2 M.-G. 276,4. 


e) --Methylureidocapronsiure NH,CON(CH,)(CH,);COOH. 
4,28 g Methylaminocapronsiure wurden in 3 cem 37 °/, iger 
Salzsiiure gelést und mit 2,5 g Kaliumcyanat gelést in 10 cem 
Wasser versetzt; ein sofort entstehender Niederschlag') ver- 
mehrte sich durch 5stiindiges Stehen in der Kilte nicht, er 
wurde entfernt, durch Fallen mit Alkohol wurden aus dem 
Filtrat 1,50 g Kaliumchlorid und ein N-reiches, in Nadeln aus 
heifiem Wasser kristallisierendes bei 320° noch unverindertes 
Nebenprodukt entfernt; die alkoholisch-wiisserige Lésung wurde 
im Vakuum eingedampft. Aus dem sirupésen Riickstand schieden 
sich allméhlich Kristalle ab. Ausbeute 1,05 g; durch ein- 
maliges Umkristallisieren aus 10 cem heifiem Wasser 0,77 g. 
Zur Analyse wurde im Vakuum iiber P,O, bei 100° getrocknet. 
0,0790 g Substanz werden neutralisiert durch 4,12 ccm 0/,,-Kali- 
lauge ber. 4,19 cem und verbrauchen nach Kjeldahl 8,25 cem; 0,1247 ¢ 


Substanz verbrauchen nach Kjeldahl 13,00 cem /,,-Siiure; 20,350 mg 
Substanz geben 38,015 mg CO, und 16,500 mg H,O. 


Fiir C,H,,O;N.. Ber.: C 51,06%, Gef.: 50,94°/, 
H 8,519, 9,07°/, 
N 14,89°/, 14,62°/,, 14,59°/,. 

Gekreuzte dicke Nadeln unter dem Mikroskop, Schmelzp. 
163° unter Zersetzung. Leicht léslich in heifem, wenig léslich 
in kaltem Wasser und in kaltem Alkohol, Methylalkohol, noch 
weniger in Essigester, Aceton, nicht in Ather, leicht léslich in 
Ammoniak; die wiisserige Lisung schmeckt sauer; charakte- 





1) 0,32 g unléslich in verdiinnter wisseriger Siure und Lauge, be 
235° noch unverindert weib. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CIY. 6 
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ristische Salze mit Metalloxyden konnten nicht erhalten werden. 
Die Siiure fallt nicht mit Phosphorwolframsiure. 


II. ~-Methylaminobutterséure und ihre Abkémmlinge. 


Die 7~-Aminobuttersiiure wurde nach Gabriel’) darge- 
stellt aus y-Chlorbutyronitril und Phthalimidkalium. Das 7-Cyan- 
propylphthalimid wurde stufenweise verseift (Gabriel und 
Colmann?)). Aus dem Chlorhydrat der Aminosiure wurde mit 
Bleioxyd und Silberkarbonat die freie Saiure hergestellt und 
diese aus 75°/,igem Alkohol (nach der Vorschrift von Abder- 
halden*)) umkristallisiert. 


a) Toluolsulfonyl-;-Aminobuttersaure 
JH, C,H, SO, - NH - CH, CH, CH, - COOH. 
1,0g ;-Aminobuttersiure, in 15 ccm ?/,-n-Natronlauge ge- 
lést, wird mit 2,85 g Toluolsulfochlorid in 50 cem Rollflasche 
4 Stunden geschiittelt. Die Reaktion ist dann noch alkalisch, 
das Filtrat wird mit konzentrierter Salzsiure angesiiuert und 
in der Kiilte stehen gelassen. Der Kristallbrei wird abgesaugt, 
mit wenig Wasser gewaschen. Ausbeute 2,26 g, Schmelzp. 
134—135°. Nach einmaligem Umkristallisieren aus Wasser 
2,15 g, Schmelzp. 135°. 
20,175 mg geben 38,130 mg CO, und 11,370 mg H.O; 20,520 mg und 
17,900 mg BaSO,; 0,2482 g¢ verbrauchen 9,45 ccm !/,.-N-Siure. 
Fir C,,H,,0,N,. Ber.: © 51,82°/, Gef.: 51,54°/, 


M.-G. 257,20 H 5,880/, 6,30°/, 
N 5,47°/, 5,83, 
S 12,47°/, 12,09°/,. 


Auch gréfere Mengen lassen sich auf einmal herstellen, 
wie folgender Versuch zeigt. 51,5 g ('/, Mol) ;-Aminobutter- 
siure wurden in °/,-n-Natronlauge (im ganzen 550 ccm ver- 
braucht) gelést und mit in Portionen zugegebenen kiuflichen 
Toluolsulfochlorid (145 g) auf der Maschine geschiittelt, bis das 
Chlorid vollstiindig in Lisung gegangen war. Das klare Filtrat 
wurde mit Salzsiiure kongosauer gemacht, die ausfallende Kri- 


1) B. B., Bd. 40, 8. 2647, 1907. 
2) B. B., Bd. 41, 8. 518, 1908. 
3) Diese Zeitschr., Bd. 81, S. 299, 1912. 
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stallmasse den niichsten Tag abgesaugt, mit kaltem Wasser 
gewaschen und getrocknet. Ausbeute 125 g (ber. 128,6 g). 
Die Substanz schmilzt bei 154° zu einer triiben Fliissigkeit, 
die bei 142 g klar ist. (Zersetzung in Pyrrolidon?). Das Filtrat 
(1500 ccm) enthielt nur 0,12 g N und wurde verworfen. 


b) Toluolsulfonyl-7-Methylaminobuttersaure 
CH, C, H,S0, - N(CH,) CH, CH, CH, - COOH. 


Die Toluolsulfonylaminobuttersiiure (125 g) wurde in ?/,-n- 
Natronlauge gelést und mit Dimethylsulfat geschiittelt; die auf 
1 Mol berechnete Menge wird sofort verbraucht; zur Sicherheit 
wurden im ganzen 550 ccm der Natronlauge und 81 g des Di- 
methylsulfats zugegeben. Zum Schluf wurde die alkalische 
Lisung auf dem Wasserbad erwirmt, wodurch ein éliges Pro- 
dukt (Ester?) sich wieder léste. Nach dem Abkiihlen wird das 
Reaktionsprodukt mit iiberschiissiger Salzséure ausgefiallt; es 
erstarrt nach 2 tiigigem Stehen im Kisschrank. Hat man erst 
einmal Impfkristalle, so gelingt es, sofort Kristalle zu erhalten. 
Sie werden abgesaugt, auf der Nutsche mit kaltem Wasser ge- 
waschen, in Soda gelést und nochmals gefallt. Ausbeute 130 g 
also quantitativ’), Schmelzp. 94—96°; Umkristallisieren aus 
41/,] Wasser und 600 cem 90°/,igem Alkohol ergibt 120 g 
analysenreine  kristallwasserfreie Toluolsulfo-methylamino- 
buttersiiure vom Schmelzp. 96—98°. 

Im Vakuum bei 80° iiber P,O, getrocknet. 


0,1581 g¢ geben 0,3066 g CO, und 0,0910 g H,O; 0,6062 g ver- 
brauchen 22,05 cem '/,)-N-Schwefelsiure. 0,2055 ¢ — 0,1786 g BaSQ,. 


Fir C,.H,,O,NS. Ber.: © 58,10°/, Gef.: 52,90, 


M.-G. 271,24 H 6,53 "le 6,44 *o 
N 5,16%, 5,09 °/, 
S 11,82°, 11,93 °/,. 


Sie ist leicht léslich in warmem Athylalkohol, in Kssig- 
ester, Aceton, nicht léslich in Petrolither, wenig léslich in 
kaltem Wasser, ziemlich in heifiem Wasser. 


1) In der Mutterlauge (1250 ccm) waren nur 0,11 g¢ N enthalten. 
*) Aus der Mutterlauge warden 10 g der nicht methylierten Siure 
vom Schmelzp. 154—155 zuriickerhalten. 
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c) 7-Methylaminobuttersiure NH(CH,)CH, CH, CH, COOH. 


Die Abspaltung der Toluolsulfosiure erfolgte der Billigkeit 
halber mit Salzsiure, obgleich Jodwasserstoffsiure nach Fischer 
milder und rascher wirkt. Zu dem Zweck wurden in zwei 
Ansiitzen 188 g reiner Toluolsulfonyl-methylaminobuttersiiure 
vom Schmelzp. 96—98 mit dem achtfachen Volumen 20 °/, iger 
Salzsiiure im Olbad 45 Stunden im Sieden gehalten; aus der 
klaren Lésung wurde die Toluolsulfosiure durch vieltigige Ex- 
traktion mit Ather im Soxhlet entfernt; darauf durch wieder- 
holtes Einengen im Vakuum und Wiederaufnehmen mit Wasser 
ein grofier Teil der iiberschiissigen Salzsiiure, der Rest durch 
aufeinanderfolgende Behandlung mit Bleikarbonat, Schwefel- 
wasserstoff, Silberkarbonat und wieder Schwefelwasserstoff weg- 
gebracht. Die leicht gelb gefirbte Lisung wurde auf dem 
Wasserbad, zum Schlufi im Vakuum iiber Schwefelsiure zur 
Trockne eingeengt. Dabei ging durch einen Unfall ungefihr 
ein Sechstel verloren. Der Sirup konnte nicht zur Kristalli- 
sation gebracht werden, auch nicht nachdem Impfkristalle er- 
halten worden waren; deshalb wurde er 3 Monate spiiter in 
verdiinnter Schwefelsiiure gelést und mit PWS ausgefillt; hier- 
zu wurden 400 g (1000 ccm) gebraucht. Im Filtrat (2280 ccm) 
blieben nur 223 mg N, es wurde verworfen. Der PWS-Nieder- 
schlag in iiblicher Weise unter Zuhilfenahme von Aceton mit 
alkalifreiem Baryt zerlegt, wobei im Baryumniederschlag (1020¢ 
feucht) 121 mg N zu Verlust gingen, ergab nach Entfernung des 
tiberschiissigen Baryts mit Kohlensiiure eine kaum gefiirbte 
Lésung, durch deren Eindampfen die gesuchte Methylamino- 
buttersiure (87 g) erhalten wurde, trocken und kristallisiert 
bei ihrer grofen Anziehungskraft fiir Wasser allerdings erst 
mit einiger Schwierigkeit. Dieser unerquicklichen Eigenschaft 
wegen wurde sie auch nicht analysiert, sondern sofort auf die 
Guanidosiiure weiterverarbeitet. 


d) y-Methylguanidobuttersiure. 
NH, C (NH) N(CH,) CH, CH, CH, COOH. 
85 g Aminosiiure wurden in 30 ccm Wasser gelést und 
mit einer Lisung von 36,6 g frisch dargestelltem Cyanamid 
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vermischt; nach Zugabe einiger 'Tropfen Ammoniak blieb die 
Lisung bei Zimmertemperatur stehen. Schon nach wenigen 
Stunden triibt sie sich, den naichsten Morgen ist sie fast ganz 
durchwachsen von derben Kristallen. Da diese nach 5 Tagen 
nicht mehr deutlich zunehmen, wird abgesaugt und aus dem 
Filterriickstand Dicyandiamid durch Auskochen mit Alkohol ent- 
fernt (Silbernitratprobe); so wurden 38,8 g noch nicht ganz reine 
Guanidosiure erhalten, die folgende Analysenwerte ergaben: 
1. 0,1886 g = 25,75 com N-Siiure; 2. 0,1656 g — 0,2686 ¢ CO, und 
0,1208 g H,O. 
Gef.: C 44,26, H 816%, N 26,01°/, 
Ber.:  45,22°,  8,23%, 26,45, 
Die Ausbeute betrug also anniihernd 80°/, und die Sub- 
stanz war rein genug zur Verfiitterung. 


e) 7-Ureidobuttersiure. 
NH, CONH—CH,—CH, CH,—COOH. 
2 g ~-Aminobuttersiure, 8,5 g Harnstoff, 30 g Baryt und 
80 cem Wasser werden 4 Stunden am Riickflub gekocht, dann 
wird mit CO, gesiittigt und unter Durchblasen von Luft so lange 
weiter gekocht, bis fast alles Ammoniak entfernt ist. Das Filtrat 
vom Baryumkarbonat wird eingeengt und mit Eisessig ange- 
siuert. Nach einigem Stehen in der Kilte wird abgesaugt. 
Ausbeute: 1,48 g, Schmelzp. 160—164°; nach einmaligem Um- 
kristallisieren aus Wasser 1,17 g Schmelzp. 175—176° unter 
Zersetzung. Nach nochmaligem Umkristallisieren aus Alkohol 
indert sich der Schmelzpunkt nicht. 
20,380 mg == 30,950 mg CO, und 13,595 H,O; 0,0569 g = 7,7 ccm 
/yq n-Saure, 
Fiir C;H,,0,N,. Ber.: C 41,1°/, Gef.: 41,42 %, 
M.-G. 146,1 H 68°, 7,46 °/, 
N 19,18, 18,95 °/,. 
Aus den Mutterlaugen wird keine weitere Ausbeute an 
Ureidobuttersiiure erhalten. 


1 


III. Fitterungsversuche. 
Bei ihrem negativen Ergebnis eriibrigt sich ihre ausfihr- 
liche Wiedergabe; es geniigt, die tiigliche N- und Gesamt- 
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kreatininausscheidung in Tabellenform anzugeben. 
wurde mit dem Autenriethschen Kolorimeter bestimmt, nach- 
dem der Harn mit dem halben Volumen 2/,-n-Salzsiiure ver- 
Die Kaninchen 
bekamen tiiglich zu gleicher Zeit gleiche Mengen des aus- 
reichenden Futters zugewogen, sie wurden am SchluB der Ver- 
suchsperioden katheterisiert und die Blase nachgespiilt. 


setzt 1/, Stunde auf 118° erhitzt worden war. 


A. :-Methylguanidocapronsiure. 


1. Versuch. 


Letztere 


Kaninchen 2500 g. Kleie und Wrucken, 0,88 g am 11. und je 0,94 g 
am 12., 13. und 14. Tag subkutan je 1,88 g am 26. und 28. Tag, je 3,75 ¢ 


am 30., 32. und 33. Tag per os. 
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Versuchstag | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 [21 | 22 | 23 | 24 | 25 


26 


27 


29 | 30 





Harn-N, g 0, 76.0, 760, 82'0,82. 0,78 0,73 0 730, 73.0, 73| 





Gesamtkrea- | 


0,73)0, 





| | 
117, 7 127 127/118 118 8 102 102! 
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tinin, mg 102 


710,87 
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| | lpeaeiers: | | 
Harn-N, g /|1,13}1,20 1,20 0,83 0,88 0,77 0,77 0,77, 

| | | | 
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2. Versuch, 


31 | 32 | 33]34| 35/36/37) 38) | | 
| 
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Kaninchen 2600 g. Gleiche Zufuhr in gleicher Menge an denselben Tagen. 






























































Versnchatag | 1 2 | 3 4 D bale | 8 | 9 10 11 | 12 (13) 14 15 

Harn-N, g 119 1, 19 1,07 1,07 0,91. 0,91 0,98 0,98 0,98) 1,24]1,24 1,15 i, 150, 9310,93 
ry | 

seeing 129, 136 136 14104 156 156| 156, 135]135 130, 130) 151 151 
inin, mg | 

Versuchstag | 16 oo 19 | 20 | 21 | 22 | 28 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30 
Harn-N, g 0, 93. °, 93 10,930, 90 0,9010 ooh - 13'1, 8 1,03]1,03]1,24]1,2411,18 113 
a PAS | 

Gesamtkrea- 151! 125 195) 13 32 192! 13 32 139/139 139) 115} 115]128] 128] 124) 124 
tinin, mg © — 
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2. Versuch (Fortsetzung). 

















Versuchstag | 31] 32/33[34/35/36/37| | | | {| | | | 





——— 


Harn-N, g |1,39)1,82! 
4 et | 
Gesamtkrea- | 197 137/123} 123 141/141 141, : 


tinin, mg 


1,05)1,05 1,21 1,21 1,21 : Sie me 








B. ;-Methylguanidobuttersaure. 
Kaninchen. Anfangsgewicht 2900 g. Endgewicht 2300 g. Gelbe Riiben 
und Kartoffeln. 1,6 g am 4. Tag, je 3,2 g am 5. und 6.,4,6g am 7. Tag 
dem Futter beigemischt, je 1,6 g subkutan am 14. und 15. Tag. 





Versuchstag| 1] 2] 3 [4/5 /6/7{[8 | 9 | 10| 11 | 12 





Harn-N, g | 0,46 | 0,72 0,72| 0,87 0,77 1,06 | 1,371 1,47 0,87 0,79 | 0,69 | 0,65 


tinin, mg 





Vesamtkrea-/ 199} 95 119] 149 | 146 | 155 | 163] 157 | 110 93 | 96 97 








Versuchstag | 13] 14|15]16/17; | | | | | |. 





ae | | | | 
Gesamtkrea- | 193 | 103 | 93 | 74 | 105 | 
tinin, mg | 


Harn-N, g | 0,69] 1,08 | 0,88 | 0,63 | 0,67 

















Zur Kenntnis der Himocyanine. 


Yon 


Ernst Philippi 
Privatdozent am II, Chemischen Institut der Universitit in Wien. 


(Aus dem If, Chemischen Institut der Universitiit Wien.) 
(Der Redaktion zugegangen am 31. Oktober 1918.) 








Im Jahre 1914 habe ich eine kurze vorliiufige Mitteilung 
veréffentlicht '), des Inhaltes, daf} es mir gelungen sei, aus dem 
Blute von Helix pomatia eine Substanz zu gewinnen, die sehr 
viel Kupfer enthielt und zugleich intensive Pyrrolreaktion zeigte, 
und daran die Vermutung gekniipft, daf} es sich um eine dem 
Himatin analoge Verbindung handle. Seither sind mehr als 
4 Jahre verflossen, ohne dafi es mir infolge des Krieges 
méglich gewesen wire, meine Untersuchungen fortzusetzen, 
und da mir dies voraussichtlich in der nichsten Zeit ebenso- 
wenig méglich sein wird, so sehe ich mich veranlaBt, nunmehr 
meine diesbeziiglichen Untersuchungen mitzuteilen, obwohl ich 
mir bewufit bin, daf} es sich nur um Vorversuche handelt, die 
noch in jeder ‘Hinsicht des Ausbaues bediirfen. 

Der Name Hiimocyanin ist zum erstenmal von Frédéricq*) 
im Jahre 1878 gebraucht worden, der das Blut von Oktopus 
vulgaris untersuchte und feststellte, dafi es Kupfer enthielt. 
Das arterielle Blut vieler Avertebraten ist bekanntlich blau, 
das venése nahezu farblos; es lag also der Analogieschlu{ nahe, 
im Blute dieser Tiere analog dem Hamoglobin und Oxyhimo- 
globin im venésen und arteriellen Blute ein Himocyanin 
(farblos) und ein Oxyhaimocyanin (blau) anzunehmen. Frédéricq 
gibt nun auch bereits ohne experimentelle Begriindung an, 





1) Philippi, Chemisches Zentralblatt 1914, II, 1165. 
*) Arch. de Zoolog. exper. 7, 5385 (1878). 
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daf} sich das Hamocyanin ganz analog dem Himoglobin durch 
Siiuren in zwei Komponenten spalten lifit, nimlich in einen 
kupferhaltigen Farbstoff und in einen dem Globin ahnlichen 
Eiweifikérper. Seither ist dieser interessante Stoff von mehreren 
Forschern untersucht worden, ich méchte hier nur Phisalix?), 
Cuénot*), Griffith*), Henze‘) und Dhéré*) nennen, und es 
wurden die widersprechendsten Behauptungen iiber den Kupfer- 
gehalt, sowie die Struktur desselben aufgestellt. Der erste For- 
scher, der ein kristallisiertes und einwandfrei definiertes Oxyhimo- 
cyanin in Handen hatte, war Henze, der 1901 in der zoolo- 
gischen Station in Neapel eine Arbeit iiber das Blut von Oktopus 
vulgaris ausfiihrte. Ks gelang ihm mit Hilfe der Hopkins- 
schen Methode (Ammonsulfat und Essigsiiure) dieses Oxyhiimo- 
cyanin zur Kristallisation zu bringen und er stellte einwand- 
frei den Kupfergehalt desselben, sowie die dem Himoglobin 
ahnliche elementare Zusammensetzung fest. Anbei die von 
Abderhalden fiir Oxyhimoglobin aus Pferdeblut und von 


Henze fiir Oxyhimocyanin aus Oktopus vulgaris angegebenen 
Werte: 


C H N S Fe O P 
Oxyhimoglobin: 54,75 6,98 17,35 0,42 0,38 2012 — 
Cu 


Oxyhimocyanin 53,66 7,33 16,09 0,86 0,38 21,67 


Ferner ermittelte Henze, dafi dem Hamocyanin ebenso 
wie dem Hamoglobin, auf Grund seiner Fahigkeit, Sauerstoff 
lose zu binden, respiratorische Kigenschaften zukommen miifiten. 
Die Sauerstoffkapazitait des Himocyanins ist jedoch viel geringer. 

Kine von Henze ausgefiihrte Siurehydrolyse des Himo- 
cyanins lieferte analoge Spaltungsprodukte, wie sie Abderhalden 
beim Himoglobin gefunden hatte, nimlich Tyrosin, Leucin, 


1) Phisalix, Compt. rend. de la Soc. de Biol. 52, 729 (1900). 

*) Cuénot, Compt. rend. de l’academie de sc. 115, 127 (1892). 

5) Griffith, Compt. rend. de l’academie de sc, 114, 496 (1892), 

‘) Henze, Zeitschrift fiir physiol. Chemie 35, 370 (1901). 

5) Dhéré, Compt. rend. de l’academie de sc. 146, 784 (1908). Dhéré 
Compt. rend. de la Soc. de Biol. 55, 1012—1162 (1903): 60, 788 (1908). 
Dhéré, Compt. rend. de l’academie de sc. 158, 978 (1914). 
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Histidin, Lysin und wahrscheinlich auch Glutaminsiure. Aufier- 
dem gibt Henze an, dafi die Bindung des Kupfers viel lockerer 
sel, als die des Eisens im Hiamoglobin; eine kupferhaltige 
Farbstoffkomponente konnte er niemals auffinden. Er kommt 
also zu dem Schlusse, dai im Hamocyanin kein hamatinartiger 
Komplex vorliege, sondern dafi dasseilbe als Kupferalbuminat 
aufzufassen sei. 

Seither ist das Hiimocyanin — wohl infolge seiner schweren 
Zugiinglichkeit — in chemischer Hinsicht kaum mehr unter- 
sucht worden. Keineswegs unerwihnt kénnen aber die Arbeiten 
Dhérés bleiben, der sich mehr mit der physikalischen Seite 
des Problems beschiftigte. Diesem Forscher, der das Himo- 
cyanin der verschiedensten Tiere, wie Oktopus, Eledone, Saepia, 
Languste, Krebs und Weinbergschnecke studierte, gelang es, 
neue Methoden zur Abscheidung bezw. Kristallisation des 
_ Himocyanins aus dem Blute ausfindig zu machen. Die eine 
Methode besteht darin, daf} das dialysierte Blut elektrolysiert 
wird, wobei sich das Himocyanin abscheidet, die andere beruht 
darauf, dafi sich bei langdauernder Dialyse durch Kollodium 
bei Eiskiihlung das Oxyhiimocyanin bei Blut von Helix pomatia 
in kristallisiertem Zustand,.bei anderen Blutarten in amorphem 
Zustande, ausscheidet. Ein weiteres Verdienst Dhérés besteht 
darin, daf} es ihm als Erstem gelang, — entgegen friiheren 
Behauptungen — zu zeigen, daf} das Oxyhiimocyanin ein 
charakteristisches Spektrum besitzt. Den friiheren Forschern 
war dasselbe infolge der dunklen Farbe und geringen Licht- 
durchlissigkeit des Blutes entgangen. 

Soweit standen die Kenntnisse des Hamocyanins, als ich 
mich entschloB, diese Substanz neuerdings zu untersuchen 
und zu priifen, ob nicht doch etwa ein dem Hiimochromogen 
des roten Blutes oder dem Phytochromin des Chlorophylles 
ihnlich gebauter, aber statt Eisen oder Magnesium, Kupfer 
enthaltender Komplex im Himocyanin auffindbar wire. 

Meine erste Sorge galt der Auffindung eines geeigneten 
Ausgangsmateriales fiir die Gewinnung von Kupfer enthalten- 
dem Blut. Da das in dieser Hinsicht am besten studierte 
Material, das auch im Hinblick auf den Arbeitsaufwand beim 
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Sezieren die besten Ausbeuten liefert, niimlich Oktopus vulgaris 
gerade in der Adria ziemlich selten ist, so kamen fiir mich 
an Seetieren hauptsiichlich Saepia und Eledone in Betracht, 
von deren Blut ich Proben durch die Giite des Vorstandes 
der zoologischen Station in Triest, Herrn Prof. Dr.C. Cori erhielt. 
AuBerdem war noch die Weinbergschnecke Helix pomatia in 
Betracht zu ziehen. Nach einigen Vorversuchen und nachdem 
mir die Ausarbeitung eines sehr raschen und gute Ausbeuten 
liefernden Sezierverfahrens gelungen war, entschied ich mich 
fiir letztere, obwohl eine Trockengewichtsbestimmung fiir 
Schneckenblut nur etwa 4°/,, fiir Saepiablut aber etwa 8°/, 
ergeben hatte. 

Fiir die Gewinnung des Blutes hat sich folgendes Ver- 
fahren als zweckentsprechend erwiesen: Die beste Ausbeute 
liefert die Weinbergschnecke zur Befruchtungszeit, etwa im 
Mai. Die Tiere werden in einen Exsikkator gegeben, auf 
dessen Boden sich Ather befindet, und beginnen sofort lebhaft 
Schleim abzusondern, wodurch die spiitere Gewinnung reinen 
Blutes wesentlich erleichtert wird. Nach ca. 10 Minuten 
befinden sich die Schnecken in einem Zustand tiefer Betaéubung 
und fallen in weit ausgestrecktem Zustand zur Seite. Nun 
wird die Schale in der Herzgegend vorsichtig abgetragen und 
das Herz geéffnet. Auf den Schnitt reagieren die Tiere fast 
gar nicht und es fliefien nur wenige Tropfen Blut aus. Triufelt 
man nun wenige Tropfen Ather auf Kopf und Fub der Schnecke, 
so kontrahiert sie sich heftig und prefit den gréften Teil des 


Blutes bei raschgehenden Pulsschligen aus. Es empfiehlt sich 


vorher einen Streifen Filtrierpapier zwischen Fuf} uud Mantel- 
rand zu schieben, um eine allfiillige Verunreinigung des Blutes 
durch Schleim oder Exkremente zu verhindern. Auf diese 
Art erhilt man von grofien Exemplaren 5—6 cm?* Blut bei 
einem Zeitaufwand von etwa 2 Minuten fiir die Arbeit des 
Sezierens. 

Zunichst stellte ich Versuche iiber die Kristallisation 
verschiedener Hiimocyanine unter verschiedenen Bedingungen 
an, und zwar bediente ich mich vorwiegend der Dialyse. 
Meine diesbeziiglichen EKrfahrungen decken sich mit den in- 
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zwischen von Dhéré verdéffentlichten: Saepia- und Eledone- 
Blut konnte ich ebensowenig zur Kristallisation bringen wie 
Dhéré, wohl aber gelingt die Abscheidung von kristallisiertem 
Oxyhamocyanin aus Schneckenblut. Die kauflichen Schleicher- 
und Schiillschen Dialysierhiilsen eignen sich wenig, viel besser 
arbeitet man mit den von Pregl beschriebenen Dialysatoren H. 
Beim Arbeiten im Eisschrank mit diesen Hiilsen erfolgt Kri- 
stallisation in der Regel nach 7—9 Tagen. 

Trotz der so einfachen Gewinnung von kristallisiertem 
Oxyhamocyanin war ich nicht in der Lage, meine chemischen | 
Abbauversuche mit kristallisiertem Material auszufiihren, da 
mir die Apparaturen zur Verarbeitung grifierer Mengen dieses 
Materials fehlten. Das kristallisierte Oxyhimocyanin geht 
nimlich schon bei Anwesenheit geringster Spuren von Elektro- 
lyten wieder in Lésung; Dhéré mute zum Beispiel zur mikro- 
skopischen Untersuchung seiner Kristalle Objekttriger aus 
Quarz verwenden, da die aus dem Glas herausgelésten Spuren 
von Alkali geniigten, um eine teilweise Auflésung der Kristalle 
zu bewirken. SchlieSlich méchte ich noch einen mit Schleicher- 
und Schiillschen Dialysierhiilsen ausgefiihrten Versuch erwih- 
nen: Bei der Dialyse im Eisschrank erfolgte durch 3 Wochen 
keinerlei Kristallisation; nach dieser Zeit begann, vom Boden 
des Gefiibes ausgehend, das dunkelblaue Blut sich zu entfirben, 
also Autoreduktion, ohne dafi der geringste Fiulnisgeruch wahr- 
nehmbar gewesen wire. Nach 6 Wochen endlich schieden sich 
in geringer Menge schneeweife, prachtvoll ausgebildete rhom- 
bische Blattchen ab, die abzentrifugiert und mit destilliertem 
Wasser gewaschen wurden. In Wasser, dem eine Spur von 
Ammonsulfat zugesetzt war, lésten sie sich sofort auf. Nach 
meiner Ansicht lag in diesen Blattchen kristallisiertes Hiimo- 
cyanin vor, wihrend bisher lediglich kristallisiertes Oxyhimo- 
cyanin bekannt war. 

Was die chemische Konstitution des Hamocyanins betrifit, 
so hatten bisher alle Forscher, die sich damit beschiftigt 
hatten, einen Abbau in saurer Lésung versucht. Auch mei 


') Pregl, Fermentforschung, Band I, 7—19 (1914). 
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Bestreben war anfangs, in saurer Lésung entweder eine Sub- 
stanz mit porphyrinartigem Spektrum oder ein Analogon zu 
den Teichmannschen Himinkristallen zu erhalten. Alle dies- 
beziiglichen Versuche, die ich mit Blut von Eledone, Saepia 
und Helix Pomatia anstellte, verliefen vollkommen negativ. 
Die Hamocyanine sind eben gegen Séuren sehr empfindlich; 
Schneckenblut wird schon von wenigen Tropfen 1°/, iger 
Oxalsiiure momentan entfirbt und sicherlich weitgehend ver- 
iindert. Unter solchen Umstiinden lag der Gedanke nahe, den 
Abbau in alkalischer Liésung zu versuchen. Ist doch auch 
der Phytochrominkern des Chlorophylls im Gegensatz zum Himin 
schon gegen verdiinnte Oxalsiiure iiuBerst empfindlich, wider- 
steht aber der Einwirkung von starken Alkalilaugen selbst 
bei Temperaturen von etwa 200° C. 

Nach wiederholten Vorversuchen schien mir folgende Art 
des Abbaues die zweckmifigste: 

400 g Blut von Helix pomatia wurden mit 40 g pul- 
verisiertem reinen Atzkali verriihrt. Dabei verwandelt sich 
die ganze Masse fast augenblicklich in eine gelb gefirbte 
steife Gallerte. Nach kurzem Erwirmen auf 40°C. list sich die 
Gallerte zu einer immer dunkler werdenden klaren Fliissigkeit, 
die im auffallenden Lichte dunkelgriin, im durchfallenden rot- 
braun gefirbt ist. Bald beginnt sich ein dunkler Niederschlag 
abzuscheiden. Derselbe wurde durch wiederholtes Zentrifugieren 
gereinigt und schlieflich in Wasser aufgeschlemmt und so lange 
dialysiert, bis keine alkalische Reaktion mehr wahrnehmbar 
war. Durch Digerieren in der Wirme mit verdiinnter Essig- 
siiure wurde der noch vorhandene kohlensaure Kalk entfernt. 
Ks resultierten nun etwa 0,2 g eines dunkelgriinen Produktes, 
das in Wasser, Alkohol, Ather, Essigester und verdiinnter 
Kssigsiure unliéslich war, sich aber in Hisessig oder starken 
Alkalien liste. Diese Substanz enthielt 10,9°/, Gesamtasche. 

Kine mikroanalytische Kupferbestimmung nach Pre g] er- 
gab 7,0°/, Cu (7,01 mg lieferten 0,49° mg Cu). 

Schon geringe Spuren dieses Kérpers gaben intensive 
Pyrrolreaktion (Fichtenspanreaktion). 

Obwohl sicherlich noch kein reiner Kérper vorlag, so 
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halte ich die oben erwahnten, bei mehreren Versuchen be- 
obachteten Tatsachen dennoch fiir einen Hinweis dafiir, daf 
auch im Hiémocyanin das Kupfer in ihnlicher Weise gebunden 
ist, wie das Eisen im Hiimoglobin oder das Magnesium im 
Chlorophyll. Alle Anzeichen sprechen dafiir, daf sich der 
kupferhaltige Komplex in seiner grofien Bestiindigkeit gegen 
Alkalien und Empfindlichkeit gegen Siiuren mehr dem Phyto- 
chrominkern des Chlorophylls anschliefit und daher der alka- 
lische Abbau eher zum Ziele fiihren diirfte, wie die Saiurehydrolyse. 

In der Literatur findet sich ferner eine Angabe'), daf 
sich im Blute von Pinna squammosa Mangan vorfinde, welches 
im Pinnaglobin gebunden sei. Seit 40 Jahren findet sich 
dariiber keinerlei Angabe mehr. Der Liebenswiirdigkeit von 
Herrn Prof. Dr. C. Cori verdankte ich etliche Exemplare von 
Pinna squammosa, mit deren Blut ich einige Vorversuche aus- 
fiihrte. Es ist mir bei diesen Vorversuchen, bei denen ich 
nur iiber sehr geringe Blutmengen verfiigte, nicht gelungen, 
durch Dialyse kristallisiertes Pinnaglobin zu erhalten, wohl 
konnte ich aber durch Koagulation und Veraschen eines ca. 
14 Tage durch Kollodium dialysierten Blutes den Mangangehalt 
desselben bestiitigen. 

Jedenfalls beabsichtige ich, sobald es die aéuberen Um- 
stiinde smapion dieses Arbeitsgebiet wieder aufzunehmen. 


1) Griffith, Bl. (8) 7, 397. 














Uber das Schicksal des Tetrahydronaphthalins (Tetralins) 
im Tierkérper. 


Von 


Julius Pohl und Margarete Rawicz. 


(Aus dem pharmakologischen Institute Breslau.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. November 1918.) 


Die Paarung organischer Stoffe an Glykuronsiure ist eine 
so allgemein verbreitete, dafi Neubauer’) sie zusammenfassend 
dahin formulierte: ,siimtliche Alkohole, Ketone, ungesittigte 
Kohlenwasserstoffe, Aldehyde, sowohl der Fettreihe wie in 
cyklischen Verbindungen kénnen in gepaarte Glykuronséuren 
iibergehen*. Seitdem ist die Mitteilung eines Einzelfalls dieser 
Paarung nur dann gerechtfertigt, wenn der Paarling durch 
irgend eine Higenschaft von Interesse ist, oder wenn bei der 
Ausscheidung ganz besondere Verhiltnisse, sei es biologischer 
oder analytischer Art, gegeben sind. 

Von diesem Gesichtspunkte aus mdge gestattet sein, 
Erfahrungen, die wir tiber das Schicksal des Tetrahydro- 
naphthalin= Tetralin C,, H,, gemacht haben, zu veréffentlichen. 
Seit Dezember 1917 hat uns ein geniigendes Quantum des 
zwar schon lingst bekannten, aber erst durch ein Patent- 
verfahren Schroeters in grofien Mengen darstellbaren Tetra- 
hydronaphthalin=Tetralin zur Verfiigung gestanden. Wir stellten 
unsere Versuche — aus Kriegsgriinden — vorwiegend an 
Kaninchen an, nur einige wenige Versuche sind am Hunde 
oder Menschen durchgefiihrt. Wiahrend wir mit Abschlufi und 
Zusammenstellung der Befunde beschiftigt waren, erschien im 
Mai 1918 die das gleiche Thema behandelnde Arbeit von 


') Arch. f. experim. Pat. u. Pharmakologie Bd. 46. 
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S. Schroeter und K. Thomas’), die iiber Beobachtungen am 
Hunde berichtet, aber das Tetralinthema durchaus nicht er- 
schopft. 

Das Tetralin ist nicht ganz ungiftig, aber jedenfalls nur 
schwach toxisch. Kaninchen von 2 kg vertragen die stomachale 
Injektion von 5—6 g ohne iiufere Symptome, kleinere Tiere 
bekommen Durchfall und gehen unter Narkoseerscheinungen 
ein. Der Harn mehrerer Tiere wurde durch 5—4 Tage ge- 
sammelt. Am ersten Tage wird eine Exhalation des Tetralins 
beobachtet. Der ausgeschiedene Harn ist der Norm gegeniiber 
dunkelgriin verfiirbt, erinnert an die Farbe des Phenolharns. 


I. Tetralin-Glykuronsiure. 


Von vornherein war daran zu denken, da der ge- 
reichte Kohlenwasserstoff in oxydierter Form, entweder an 
Glykuronséiure oder Schwefelsiiure gepaart oder als Karbon- 
siiure ausgeschieden werde. ‘Tatsiichlich ist der erstere Fall 
gegeben: sowohl beim Kaninchen als beim Hund ist nach 
Tetralin nur eine gepaarte Glykuronsiiure nachweisbar. Der 
mit basischem Blei ausgefillte Harn zeigt keinen abnormen 
Bestandteil. Destilliert man den Harn bei nativer Reaktion, 
so ist im Destillat zumeist nichts Abnormes feststellbar. 
Erwarmt man ihn nach Versetzen mit verdiinnter Mineral- 
siure, so triibt sich der Harn dicht; die Triibung ist in Ather 
und Alkohol léslich, sie besteht aus Spaltungsprodukten der 
Tetralinglykuronsaiure. Die Harne drehen links, reduzieren 
direkt nicht, wohl aber nach dem Kochen mit Siure. Der mit 
neutralem Bleiazetat ausgefallte Harn gibt mit basischem Blei- 
azetat dichte Fiallung. Zersetzt man die letztere Fallung mit 
Schwefelwasserstoff, engt nach dem Neutralisieren mit Kali- 
lauge ein, fallt mit Alkohol und engt das alkoholische Filtrat 
ein, so resultieren nach Tagen Kristalldrusen, die aus sieden- 
dem Alkohol unter Verwendung von Blutkohle gereinigt beim 
Erkalten als weilie, silbergliinzende Blattchen ausfallen. Die 
Substanz ist N-frei, schmilzt von 255—261° C. (mit kurzem 


) Diese Zeitschrift, Bd. 101, S. 262. 
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Thermometer). Die Analysen wurden unter Zusatz von Kalium- 
bichromat und Bleichromat ausgefiihrt: 


Analyse. 
I. Substanz = 0,1527 g, CO, = 0,2811 g, H,O = 0,0785 g. 
II. Substanz = 0,1569 g, CO, = 0,2906 g, H,O = 0,0828 g. 
Berechnet fiir C,,H,, -CO-(CHOH),- COOK +1-H,0: 
me 


eS /, H 

50,53 5,53 

Gefunden I: 650,20 0,70 
Il: 50,51 5,87. 


Auch aus Hundeharn konnten wir diese gepaarte Glykuron- 
siiure in Form tadellos reiner Kristalle, Schmp. 256—258° C., 
und nur diese allein gewinnen. 

Kine Aufklirung tiber die Zusammensetzung resp. Zer- 
setzungsprodukte dieser gepaarten Glykuronsiiure brachte uns 
eine neue, bisher unbekannte Reaktion derselben mit Alkalien. 
Versetzt man reinste gepaarte Glykuronsiure mit verdiinnter 
Schwefelsiure, so triibt sie sich und in das Destillat geht 
anfangs und der Hauptmenge nach ein Ol iiber, das keine 
Farbreaktion mit KOH gibt: gegen den Schlufs der De- 
stillation geht mit den Wasserdimpfen ein Ol iiber, das, wenn 
auch schwach, doch eine sichere blau-violette Farbe mit 
alkoholischer Kalilauge gibt. Dieselbe Reaktion gibt, wie wir 
festgestellt, reinstes Dihydronaphthalin C,, H,,. Bei der In- 
tensitiit dieser Reaktion mit einer Spur Dihydronaphthalins 
kann es sich bei Tetralinglykuronsiure resp. bei den Spaltungs- 
produkten des Harns nur um geringe Mengen dieses Kérpers 
handeln. Aus C,,H,, kénnte C,,H,,OH gebildet werden, das, 
Wie spiter gezeigt wird, durch Wasserabspaltung in Dihydro- 
naphthalin iibergeht. 


Il. Spaltungsprodukte der gepaarten Glykuronsdaure. 


Kocht man den auf etwa 300 ccm eingeengten Tetralin- 
harn mit 15—20 cem verdiinnter Schwefelsiure nur kurze 
Zeit, so tritt eine dichte Fallung auf, beim Abkiihlen setzt sich 
ein Kristallbrei am Kolbenboden ab. Wascht man den Kristall- 
brei am Filter neutral, destilliert nach Wasserzusatz, so setzen 


sich im Kiihlrohr Kristalle ab, die nach Abstellung der Kiih- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIY. 7 





ee eee ee 
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lung in die Vorlage gespiilt werden, daselbst wieder ausfallen: 
es sind dem Schmelzpunkt nach Naphthalinkristalle. Beim 
Hund fanden wir schon beim Hinengen des nativen Harns 
(vom ersten Tag) also ohne Siurespaltung dieselben Kristalle 
(Schmp. 78—79° C., Mischschmelzpunkt mit reinem Naphthalin 
78—79°C., reines Naphthalin 79—80°C.). Die Naphthalinmengen 
sind minimal?). 

Durch Extraktion der Fallung der Saurespaltung im Harn 
mit siedendem Wasser gewinnt man einen Kérper, der beim 
Erkalten in schneeweifien Kristallen ausfallt; er ist unlislich 
in Alkalien, aus saurer Lisung mit Ather extrahierbar, un- 
zersetzt sublimierbar, und zeigt, mit kurzem Thermometer 
gepriift, eimen Schmelzpunkt von 215° C., mit langem von 
210°C. Er ist stickstoffhaltig. 

Analyse des ,215°*-Kérpers. 

Substanz 0,1502 g gibt CO, = 0,3807, H,O = 0,1010 

Substanz 0,1465 g gibt Vol. N = 19,7cem bei 750 mm_ Druck- 
Temp. = 21° C. 

Berechnet fiir C,,H,,ON, 


"/o C "lo H,0 "lo N 
69,44 7,42 14,74 
Gefunden 69,12 7,93 15,16. 


Den Analysenwerten, dem Schmelzpunkt und den iibrigen 
Kigenschaften nach ist die erhaltene Substanz identisch mit 
dem von Schroeter und Thomas in der eingangs zitierten 
Arbeit erhaltenen, als ac-Tetralylharnstoff erkannten und 
synthesierten Kérper. Als neu finden wir die Léslichkeit in 
siedendem Wasser und Ather, ferner die Sublimierbarkeit. 

Erwarmt man Tetralylharnstoff vorsichtig mit verdiinnter 
Schwefelsiiure, so geht ein farbloses Ol in Tropfen mit Wasser 
iiber, das keine Alkalireaktion gibt. Die zuriickbleibenden 
Kristalle werden nun weiter zur Entfernung des unange- 
griffenen Anteils zuniichst mit heiiem Wasser ausgekocht, dann 
mit heifiem Alkohol aufgenommen; aus diesem kristallisiert 
in der Kialte nunmehr ein N-freier Kérper; die wasser- 

1) Auch nach Naphthalinfiitterung ist Ubergang freien Naphthalins 
in den Harn beobachtet, worden. §. Neubauer-Huppert, Harnanalyse, 
11. Auflage, S. 1472. 
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unlislichen Kristalle zeigen jetzt den Schmelzpunkt 280° C., 
Mischschmelzpunkt mit direkt aus Harn gewonnenem 280 °- 
Kérper (siehe unten) = 280°C. Durch wiederholtes Umkristal- 
lisieren ]aéft sich der Schmelzpunkt auf 286 bringen. Es ist 
somit der Harnstoff abgespalten unter Bildung eines N-freien 
Zwischenkérpers. Auch beim Erhitzen des Tetralylharnstoffs 
in Wasser im geschlossenen Rohr auf 150° C. wurde ein Teil 
der Kristalle wasserunléslich, zeigten den Schmelzpunkt 286° C. 
Bei Zimmertemperatur hingegen andert sich derselbe weder in 
neutraler noch in saurer Liésung, selbst bei tagelangem Stehen 
nicht. 

Denselben bei 286° schmelzenden N-freien Kérper gibt 
der Rest des Kristallbreies aus dem mit Siiure gekochten Harn: 

Der bisher nur mit siedendem Wasser behandelte Kristall- 
brei wird nun mit heifem Alkochol extrahiert, die Lésung mit 
Kohle versetzt, heifi filtriert: in der Kalte fallen weifie Kri- 
stalle aus. 

Der K6érper ist unléslich in kaliem, in heifsem Wasser, un- 
léslich in Natronlauge (daher kein Phenol) und Sauren, schwer 
léslich in Ather, leicht in siedendem Alkohol. 

Destilliert man den Kérper mit Siuren, so geht mit den 
Wasserdiimpfen eine so geringe Menge Ol iiber, daB seine 
Reinigung und Analyse scheiterte: spezifische Reaktionen gab 
es nicht. 

Analysen des 286°-Kérpers. 
I. Substanz = 0,1525 g, CO, = 0,4448 g, H,O = 0,1017 
IT. Substanz = 0,1238 g, CO, = 0,3637 g, HO = 0,0820 


C fF H ih 
Gefunden I. 79,55 7,46 
II. 80,12 7,41. 


Kine Formel lifit sich nach diesen Daten nicht aufstellen. 
Am niichsten stehen die Analysenwerte dem ac-2-Tetralol 
C,, H,, OH mit 81°/, C und 8,1°/, H; doch mufi man auf Grund 
der Lésungsverhiltnisse den Phenolcharakter ablehnen. 

Der passive Ubergang des Tetrolylharnstoffs in den 
286°-Kérper war geeignet, Schwierigkeiten, die wir bei der 
Verarbeitung der Harne in der ersten Zeit hattea, aufzuklaren, 
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ferner den wechselnden Gehalt verschiedener Tierharne an 
diesen beiden Kérpern verstiindlich erscheinen zu lassen: in 
der sauren Fliissigkeit entstandener Tetralylharnstoff wird bei 
verschieden langem Kochen in wechselndem Mafie in den 
286°-Kérper verwandelt. Letzterer ist somit ein sekundires 
Produkt, das mit dem biologischen Betrieb des Organismus 
gar nichts zu tun hat. Dies gilt aber in gleichem Ausmaf 
vom Tetralylharnstoff selbst. 

Die gepaarte Tetralinglykuronsiéiure wurde oben als N-frei 
erkannt. Wenn nun beim Kochen derselben in saurer Lisung 
im Harn ein N-haltiger Kérper gewonnen wird, so muf} der- 
selbe einer sekundiren Reaktion mit einem Harnbestandteil 
seine Entstehung verdanken. 

Den zwingenden Beweis glauben wir in folgendem zu 
erblicken: kocht man reine Tetralinglykuronsiure vom Schmelz- 
punkt 256 mit 5°/, Harnstofflésung und etwas _ verdiinnier 
Schwefelsiiure, kiihlt beim Entstehen einer hauchartigen Trii- 
bung sofort ab, so nimmt in der Kialte die Triibung zu, all- 
mihlich fallen deutliche Kristalle aus. Die Kristalle werden 
am Filter vollkommen siaurefrei gewaschen, getrocknet und 
zeigen nunmehr den Schmelzpunkt 210° C., den typischen 
Schmelzpunkt des Tetralylharnstoffs. Muischschmelz- 
punkt mit aus Harn durch Saéurekochen gewonnenem Tetralyl- 
harnstoff = 211° C. 

Die sich abspielenden Vorgiinge lassen sich in Anlehnung 
an Schroeter-Thomas’ Formel wie folgt wiedergeben: 


H- OH CH-NH-CO- NH, 
ON/™a, NH, (Se 
| | [> +e0f ° =| | | + #0 
eae: \ne, kJ, 
a i a we Ze 

H, H, 

a 
ac-a-Tetralol -+- U = ac-a-Tetrahydronaphthylharnstoff. 


Die leichte Entstehung dieser Kérper ist vielleicht von 
allgemeiner Bedeutung, weil hier ein bequemer Weg zur Ge- 
winnung gewisser aromatischer Harnstoffe gegeben scheint. 

Mit dem, Nachweis, dafi der ac-a-Tetrahydronaph- 








Uber d. Schicksal d. Tetrahydronaphthalins (Tetralins) im Tierkérper. 101 


thylharnstoff ein Kunstprodukt ist, werden natiirlich 
alle Riickschliisse auf vitale Bindung von Kohlenstoff an 
N-atome hinfallig. 

Die Bedeutung der Schroeter-Thomasschen Beob- 
achtungen liegt vielmehr darin, daf} durch sie eine Aufklarung 
der Konstitution des aromatischen Paarlings unserer Glykuron- 
siure gewonnen ist. Aus unseren Erfahrungen geht wohl sicher 
hervor, dafi die vom Kérper gebildete gepaarte Glykuronsiure 
Ausgangspunkt fiir die Bildung des substituierten Harnstoffs ist. 

Unter Anlehnung an die Synthesen von Schroeter und 
Thomas folgt, daf} die Formel der urspriinglichen Glykuron- 
siure nur sein kann: 

C,, H,,-CO (CHOH),- COOH. — 

Das ac-a-Tetralol selbst zu fassen gelang nicht; zur 
Erklarung hierfiir diirfen wir nachfolgende Erfahrung heranziehen. 

Da in allen Fallen, wo wir Tetralol erwartet haben, im 
Destillat die oben beschriebene Dihydronaphthalinreaktion mit 
Kalilauge eingetreten ist (z. B. beim Kochen reiner Tetralin- 
glykuronsiiure mit Wasser bei saurer Reaktion), so ist es nahe- 
hegend, anzunehmen, dass sich in diesen Fallen das Tetralol 
unter Wasserabspaltung in Dihydronaphthalin umgewandelt hat: 


CH- OH CH 
, i Jy 
J oN/ Nou. H | if ‘SCH 
a ~ || tL. me 
L ! ICH, | \ CH 
yr et ge 
CH. CH, 


Ganz analog ist die weiterhin gemachte Erfahrung, dat 
nach Verfiitterung von Dihydronaphthalin an Kaninchen aus- 
geschiedene Dihydronapbtholglykuronsiure beim Stehen in saurer 
Lésung massenhaft Naphthalin lefert: 


CH- OH H 
WH Me tin Wf My TAN 
“a \/ \H, al Y SH 
| ! | —HO= | | | + 4,0 
a ae: a =. 
WA \ \Z \/ 


C,, H, OH = Naphthalin + Wasser. 
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Uber die wirkliche Stellung des Hydroxyl sei hierbei 
nichts ausgesagt. 

Wir vermuten, dafi es bei den Schréter-Thomasschen 
Versuchen durch tagelanges Verweilen der Tetralylglykuron- 
sdure in dem stark phosphorsauren Harn zur Spaltung und 
passiven Bildung des gepaarten Harnstoffs gekommen ist. 

Das ar-a-Tetralol 1aBt sich kiinstlich, unter gleichen Be- 
dingungen wie oben die gepaarte Glykuronsiure, nicht in einen 
gepaarten Harnstoff iiberfiihren, noch weniger Tetralin selbst. 

Der mit Saure gekochte Tetralinharn gibt ein Destillat, 
dessen erste Anteile nach Trennung vom Naphthalin keine 
Kalireaktion aufweist, wihrend die weiteren Teile diese Reaktion 
intensiv geben: es gehen also allmahlich Zersetzungsprodukte 
der Tetralinglykuronsiure iiber. 

Aus den alkoholischen Mutterlaugen der Darstellung des 
286°-Kérpers lift sich durch Destillation ein anfangs farb- 
loses, spiter schwach gelbes, dickfliissiges Ol gewinnen, das 
stickstofffrei ist, in Eiswasser zu Kristallen erstarrte, Schmelz- 
punkt 8° C., Siedepunkt 214° C., hatte. Analyse: 

Substanz = 0,1387, CO, = 0,4589, H,O = 0,1090 
Substanz = 0,1207, CO, = 0,4002, H.O = 0,0972 


%/o © ‘fo H 
Berechnet fiir Tetralin C,,H,, 90,91 9,09 
Gefunden: J]. 90,28 8,79 


Ii. 90,45 9,01. 


Es liegt somit ein Kohlenwasserstoff vor, der trotz der 
dem Tetralin nahestehenden Analysenwerte wegen der Diffe- 
renz der physikalischen Konstanten nicht Tetralin sein kann. 
Tetralin schmilzt bei —30°C, siedet bei 208°C. Auch lafit sich 
nicht sicher ausschlieBen, dafi dieser Kérper erst aus einer 
andersartigen Vortufe beim tagelangen Stehen entstanden ist. 


III. Tetralinversuche am Menschen. — Dihydro- 
naphthalin. 


Ganz anders als Vorstehendes verlief die Untersuchung 
des Harns von Menschen, die Tetralin (je 5 oder 7 g pro 
die) per os genommen. Die Harne waren inaktiv, dunkelgriin. 
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Beim Einengen bei nativer Reaktion, oder bei saurer Reaktion 
fillt ein amorphes Pigment aus, das in konz. KOH léslich, 
mit Siiuren wieder ausfallbar, léslich in Alkohol ist. Da das 
Pigment nicht kristallisierte, haben wir von seiner weiteren 
Untersuchung Abstand genommen. Das Pigment ist mit Kohle 
villig absorbierbar, nicht mit Talcum. 

Die Menschenharne gaben auferdem folgende Farbreaktion: 
versetzt man einige Kubikzentimeter mit einigen Tropfen Ferri- 
cyankaliumliésung, so tritt eine intensive, an Berlinerblau 
erinnernde Firbung ein; dieselbe Verfiirbung tritt auch mit 
chromsaurem Kali und verdiinnter Schwefelsiiure in der Kalte 
ein, es handelt sich somit um eine durch Oxydation farbig 
werdende Leukoverbindung. 

Destilliert man bei saurer Reaktion, so gibt das erste 
Destillat keine KOH-Reaktion — kein Dihydronaphthalin —, 
spiiter deutliche positive Kalireaktion, der Riickstand die 
Ferricyankaliumreaktion in unveriinderter Stirke. 

Kine Harnprobe — vom 2. Tag nach 7'/, g Tetralin — 
gab schon mit Essigsiure allein versetzt starke Blaufirbung. 
Gepaarte Glykuronsiiure vermochten wir aus dem Harn nicht 
rein darzustellen, wohl aber gelang der Nachweis von Naph- 
thalin im Destillat des angesiuerten Harns: deutliche Kristalle, 
die abgeprefit sublimiert, mit reinem Naphthalin gemengt, 
Mischsehmelzpunkt von 76—77° C. zeigten. 

Noch anders waren die Verhiiltnisse bei Verfiitterung von 
Dihydronaphthalin an Kaninchen. Reinstes Dihydronaph- 
thalin C,,H,,, Siedepunkt = 85°C., Schmelzpunkt = —8°C., 
21,5 = 0,99638 verdanken wir der Giite des Herrn Prof. von 
Braun. Die leicht griin gefiirbten Harne gaben bei nativer 
teaktion destilliert im Destillat Kristallblittchen, die ihrem 
Schmelzpunkt und Geruch nach als Naphthalin anzusprechen sind. 
Die Harne, die —0,65°C. im Dezimeterrohr drehten, gaben in 
der Kilte mit verdiinnter H,SO, versetzt eine dichte mikro- 
kristallinische Fallung; dieselbe neutral gewaschen, abgeprefit, 
nach Naphthalin riechend, sublimiert, lést sich beim Anwirmen; 
im Destillat Blittchen vom Schmelzpunkt 81°C. Somit sicher 
Naphthalin. Sie enthalten also eine Glykuronsiure, die 
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schon in der Kilte spaltbar ist. An dieser Spaltbarkeit iy 
saurer Lisung scheiterte die Reindarstellung der Dihydro- 
naphthalinglykuronsiure aus dem Harn, da die Essigsiure 
der Bleiazetat-Fallung schon vdllig zersetzend wirkte. 

Das saure Filtrat des Harns, der nativ nicht reduzierte. 
reduziert jetzt kraftig. Es ist Glykuronsiure in der Kalte 
abgespalten worden. 

Destilliert man das saure Filtrat des Harns, so bekommt 
man ein Oltrépfchen enthaltendes Destillat, das gleich einer 
Dihydronaphthalinsuspension, mit alkoholischer Kalilauge krif- 
tige violette Farbung gibt. Es reduziert Silbernitrat direkt, ohne 
Alkalizusatz, zeigt eine schwache Brom- und deutliche Diazo- 
reaktion. Es handelt sich woh! gewif} um Dihydronaphthalin 
oder sein entsprechendes Hydroxylderivat. Aufgefallen ist uns, 
daf} die Harndestillate niemals «-Naphtholreaktion gaben, ob- 
wohl Naphthalin gefunden wurde, das nach Nencki in Naph- 
tholglykuronsaure iibergeht (von der Richtigkeit letzterer An- 
gabe haben wir uns durch einen eigenen Versuch iiberzeugt). 
Ks spricht auch dies dafiir, dafs das Naphthalin erst aufier- 
halb des Organismus, sekundar entstanden ist. 

Kine Tetralincarbonsa&ure, die zu untersuchen wir 
Gelegenheit hatten, geht unveriindert durch den Organismus. 

Zusammengefafit lauten unsere Erfahrungen: 

Das Tetrahydronaphthalin (Tetralin) wird vom tierischen 
Organismus vorwiegend als ac-a-Tetrolylglykuronsiiure, ein 
kleiner Teil unverindert durch die Atmung, ausgeschieden. 

Beim Menschen entsteht ein Pigment, sodann eine durch 
oxydierende Agentien nachweisbare Leukoverbindung, ferner 
Dihydronaphthalin und Naphthalin. 

Das Dihydronaphthalin wird ebenfalls vorwiegend als 
gepaarte Glykuronsiure ausgeschieden, die aufs leichteste Naph- 
thalin abspaltet. 

Die bei Verarbeitung der Harne gefundenen Korper, 
Tetrahydronaphthalinharnstoff und der 286°-Kérper sind passiv 
entstandene, sekundire Umwandlungsprodukte. 


Breslau, 8. November 1918. 
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Uber den Kohlehydratgehalt der Flechten und den Einflu8 
der Chloride auf die Alkoholgirung. 
Von 


E. Salkowski. 


(Aus der ehemischen Abteilung des Pathologischen [nstituts der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. November 1918.) 


Die Zeitverhiltnisse machen es wiinschenswert, alle irgend 
erreichbaren Quellen von Kohlehydraten zu erschlieben, auch 
wenn diese nicht fiir Genufizwecke, sondern nur fiir technische 
Zwecke verwertbar erscheinen, da hierdurch eine Quantitit 
jetzt zur Alkoholgewinnung benutzter Starke, namentlich in 
den Kartoffeln, fiir die Ernahrung frei werden wiirde. Eine 
solche bisher nicht beachtete oder doch nicht verwertete 
Fundstelle fiir Kohlehydrate bilden die in manchen Gegenden 
in aufierordentlicher Menge vorkommenden Flechten unserer 
heimischen Wilder und Heiden, insbesondere das Renntier- 
moos (Cladonia rangiferina) und das isliindische Moos (Lichen 
islandicus sive Cetraria islandica). 

Es ist bekannt, dafs das islindische Moos ein durch 
Siuren hydrolysierbares Kohlehydrat enthilt, das sogenannte 
Lichenin. Die einheitliche Natur desselben wird von manchen 
Autoren in Abrede gestellt. Es war nicht meine Absicht, auf 
diese Frage einzugehen — ich gedenke hierauf in einer be- 
sonderen Mitteilung zuriickzukommen —, mich _interessierte 
vielmehr die Frage nach der Héhe des Gehaltes an Kohle- 
hydraten von dem oben genannten Gesichtspunkt aus. Fir 
das Renntiermoos, das bei uns wohl noch mehr verbreitet ist 
wie das isliindische Moos, liegen meines Wissens keine An- 
gaben iiber daraus isolierte Kohlehydrate vor, indessen war es 
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doch sehr wahrscheinlich, da solche in demselben vorkommen. 
Darauf deutet der Umstand hin, dafi das Renntiermoos im 
hohen Norden fiir die Renntiere die Hauptnahrung darstelli, 
vielleicht die einzige Nahrung. 

Nachtriaglich bin ich nun allerdings darauf aufmerksam 
gemacht worden, daf} meine Annahme der mangelnden Ver- 
wertung der Flechten nicht ganz richtig ist, wenigstens in- 
sofern nicht, als in dem Handbuch der Spiritusfabrikation von 
Maercker-Delbriick die Herstellung von Spiritus aus denselben 
erwihnt ist. Da die vorliegende Arbeit schon druckfertig war, 
habe ich sie dieses Umstandes wegen nicht zuriickziehen bzw. 
nicht umarbeiten wollen, und komme in einer Nachschrift auf 
die Angaben in Maercker-Delbriick zuriick. 


1. Lichen islandicus. 
Die Analyse einer nicht entbitterten Probe von kiuflichem 
islindischen Moos ergab folgende Zusammensetzung: 


100 Teile enthalten: 


cS a ere © 
Fett (Atherextrakt) . . . . . . 4,30 
ge ak ae. ob a eh en 
Organische Substanz aufer Lichenin. 19,47 
NE sca sk) ngs pe ee ae 


ee Tah: 


Dazu bemerke ich noch folgendes: 

1. Das Lichenin ist nach der Hydrolyse mit Salzsiiure bestimmt. Zu 
diesem Zweck wurden 5 g mit 91 ccm Wasser und 9 ccm Salzsiiure von 
1,126 D — ungefiihr entsprechend einer Salzsiiure von 2,5°/, HCl — 
21/, bis 3 Stunden am RiickfluBkiihler erhitzt, filtriert, mit heifem Wasser 
gut nachgewaschen, auf 100 ccm eingedampft, nochmals von Abscheidungen 
durch ein trockenes Filter abfiltriert, in 10 cem der Glukosegehalt ge- 
wichisanalytisch mit Fehlingscher Lisung bestimmt. Es wurden erhalten 
0,6382 g Cu? O == 64,36 °/, Traubenzucker*). Der auf dem Filter gebliebene 


1) Eine Anzahl anderer gut stimmender Bestimmungen ist weiter 
unten angefiihrt. 

2) Berechnet unter der freilich nicht ganz korrekten Annahme, dab 
1 g Cu, O = 0,5042 g Traubenzucker ist. Die Allihnsche Reduktions- 
tabelle konnte nicht benutzt werden, weil sie so hohe Werte nicht ent- 
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Riickstand wurde, so gut es ging (halbtrocken), vom Filter abgelist, noch- 
mals mit 100 cem des salzsauren Wassers am Riickflufkiihler gekocht 
usw., schlieBlich auf 50 ccm eingedampft. 10 ccm gaben 0,0538 ¢ Cu,O 
== 1,70°/, Zucker. Im ganzen ergab sich also ein Zuckergehalt von 
66,06 °/,. Zur Berechnung des Lichenin wurde in der fiir Amylum iiblichen 
Weise der Zuckergehalt mit °/,, multipliziert. Da die Wiigung des Cu, O, 
auf einen Papierfilter gesammelt, wie ich sie angewendet habe, vielfach 
als veraltet betrachtet wird, bedarf es vielleicht einer Rechtfertigung, warum 
ich dieses Verfahren und nicht das Aliihnsche benutzt habe. Die Vor- 
wiirfe, die man dem alteren Verfahren macht, sind hauptsiichlich, da6 eine 
teilweise Oxydation des Cu, O zu befiirchten ist und daB sich ein Kupfer- 
gehalt des Filters, der sich durch bliuliche Firbung desselben bemerkbar 
macht, kaum zu vermeiden sei. Ich selbst habe es in einer ilteren Ar- 
beit?) fiir geboten erachtet, fiir den Kupfergehalt des Filters 1 mg in Ab- 
zug zu bringen. Beide Fehler lassen sich aber ausschlieben, wenn man 
es vermeidet, die stark alkalische Lisung auf das Filter zu bringen. Ich 
verfuhr folgendermaBen: Einige Minuten nach Beendigung der Reduktion 
wurde die iiber dem Cu,O stehende Lisung fast ganz in ein Becherglas 
abgegossen, das Cu,O in der Schale mit heifBem Wasser iibergossen. Da- 
bei gelangen nur die geringen Mengen bzw. Spuren des obenauf schwim- 
menden Cu,O in das Becherglas. Diese setzen sich bald ab; es wurde 
wieder abgegossen und das Cu,O mit heifem Wasser in die Schale ge- 
spritzt, Benutzt wurden Filter Nr. 590 Schleicher und Schill von 
11 cm Durchmesser. Das Auswaschen ist dann in der Regel schon in einer 
Viertel- bis halben Stunde beendigt. Das Filter adsorbiert aus so diimnen 
Lisungen kein Kupfer und erscheint nach dem Trocknen vollkommen weil, 
eine Korrektur ist unnétig. Bestimmt man in salzsaurer Lisung, so hat 
man fiir die Vollendung des Auswaschens einen sehr feinen Indikator, 
geschah die Bestimmung in schwefelsaurer Lisung, so wurde dem Wasch- 
wasser in der Schale ein wenig Chlornatrium hinzugesetzt, da die Reak- 
tion auf Schwefelsiiure doch vielleicht nicht von geniigender Feinheit ist. 
Auferdem darf das letzte Waschwasser, das sowohl mit Ag NO,, als auch 
mit BaCl, gepriift wurde, natiirlich nicht alkalisch reagieren. 

Fiir die Reinheit des erhaltenen Cu,O spricht seine lebhafte und 
rein rote Farbe. — Vielfach wird auch die Anwendung von Papierfiltern 
iiberhaupt als unsicher angesehen, das ist aber nicht der Fall, wenn man 
bis 120° trocknet. Ich habe das alte Verfahren vorgezogen, weil es viel 
einfacher ist, als das Allihnsche. Dieses hat iibrigens auch seine Schatten- 
seiten, namentlich ist es nicht leicht, den Asbest richtig zu stopfen: stopft 


hilt. Auberdem gilt sie, streng genommen, nur fiir die Allihnsche 
Lisung, wiihrend ich die Fehlingsche benutzte, die Zuckerwerte sind 
also eher etwas zu niedrig. 

1) Diese Zeitschrift 3, 84. 
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man ihn nicht fest genug, so geht Cu,O hindurch und die Analyse ist 
verloren, stopft man andererseits zu fest, so verzégert sich die Bestim- 
mung ungebiihrlich. 


2. Fett ist gleich Atherextrakt, durch 10stiindiges Extrahieren von 
2,5 g am Soxhlet bestimmt. Erhalten 0,1074 g. 


3. Als Eiweifi ist angenommen N < 6,25. Zur Bestimmung dienten 
1,120 g. Es wurden gebunden 6,05 ccm n/,, Siure. 

4. Wasser und Asche. 1,452 g verloren bei 120° 0,1460 ¢ und 
hinterlieBen 0,0292 g Asche. 


5. Cellulose, Rohfaser und sonstige organische Substanz dureh 
Differenz bestimmt. 


Danach liefert das isliindische Moos eine erhebliche 
Quantitat reduzierenden Zuckers, sodaf} eine technische Ver- 
wertung mindestens nicht aufierhalb des Bereiches der Még- 
lichkeit liegt. Mit Riicksicht auf diese Méglichkeit schien es 
mir wiinschenswert, zu sehen, ob die Hydrolyse nicht ebenso- 
gut wie mit Salzsiure auch mit Schwefelsiure ausfiihrbar ist, 
Es ergab sich auffallenderweise, daf} eine aiquivalente Menge 
Schwefelsiure hierzu nicht ausreicht, sondern mehr erforder- 
lich ist. , 

Erhitzt man 5 g islindisches Moos mit einer Mischung 
von 85 ccm Wasser und 15 cem verdiinnter Schwefelsiiure 
(200 g H,SO, aufgefiillt auf 1 Liter) 2'/, Stunden und filtriert 
nach dem Erkalten, so tritt entweder schon auf dem Filter 
Gelatinieren ein oder im Filtrat beim Stehenlassen. Es wurde 
daher 100 ccm 6 °/,ige Schwefelsiure angewendet und aufier- 
dem die Kochdauer auf 3 Stunden verlingert. Wie oben be- 
schrieben, wurde das Volumen von 100 ccm wiederhergestellt, 
jedoch nur 5 ccm zur Bestimmung der Reduktion verwendei, - 
mit Fehlingscher Lésung erhitzt. Erhalten 0,8278 g Cu, O, das 
ergibt 68,7 °/, = 61,83 °/, Lichenin, also etwas mehr, wie bei 
der Hydrolyse mit Salzsiure. Der nach dem Auswaschen 
erhaltene Lichen-Riickstand wurde, so gut es ging, vom Filter 
genommen und nochmals mit 100 ccm 2,5 °/,iger Salzsaure 
erhitzt usw., beim Kochen mit Fehlingscher Lisung blieb nur 
ein kaum sichtbarer rétlicher Hauch in der Porzellanschale. 

Selbstverstindlich ist in der Technik das Erhitzen am 
RiickfluBkiihler ausgeschlossen und durch ZufliefSenlassen von 
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Wasser zum Ersatz des verdampften Wassers zu ersetzen, 
man kann statt dessen aber auch im Autoklaven bei geringem 
Uberdruck erhitzen. 

20 g islindisches Moos wurden mit 400 cem 6 °/, iger 
Schwefelsiure 3 Stunden bei einer Atmosphire im Autoklaven 
erhitzt, samt dem Ungelésten in einen Mefzylinder gebracht 
und gut nachgespiilt. Volumen 720 ccm. Es wurde durch ein 
trockenes Filter filtriert. 10 cem gaben 0,3612 g Cu,O. Dar- 
aus berechnet sich ein Zuckergehalt von 65,57 °/, = 59,01 °/, 
Lichenin. 


Vergirbarkeit der erhaltenen Hydrolysate. Hinflu® der 
Chloride auf die Girung. 

Da an eine Verwendung der durch Hydrolyse erhaltenen 
Zuckerlésungen zu Genufizwecken zuniichst nicht zu denken 
war, erhob sich als wesentlich die Frage, ob der Zucker voll- 
stindig vergiirbar sei. Aus naheliegenden Griinden wurden 
zu den Versuchen zuniichst die durch Hydrolyse mit Schwefel- 
siure erhaltenen Lésungen verwendet. Sie wurden durch Ein- 
tragen von Calciumkarbonat von Schwefelsiure befreit, vom 
Calciumsulfat abfiltriert und dann so weit eingedampft, dafi der 
Zuckergehalt etwa 10°/, betrug, mit gut wirksamer Hefe 
angesetzt; nach 3—4 Tagen war kein Zucker mehr nachweis- 
bar bzw. nur bedeutungslose Spuren, indessen ging mitunter 
der Zuckergehalt resp. der Gehalt an reduzierender Substanz 
doch iiber Spuren hinaus. Auf die Ursache dieser Erscheinung 
komme ich noch zuriick. 

Die Hydrolyse mit Salzsiure erfordert nun viel weniger 
Sdiure als die mit Schwefelsiure, es fragte sich daher, ob sich 
nicht auch mit Salzsiiure erhaltene Lésungen vergiiren lassen. 
Entfernen lit sich die Salzsiure aus den Lisungen nicht. Kin 
Versuch, dies durch Kochen mit Bleikarbonat, Abfiltrieren von 
Bleichlorid nach lingerem Stehen und Beseitigen des noch in 
Liésung befindlichen Bleichlorids durch Natriumsulfat zu be- 
wirken, ergab zwar eine girungsfihige Lisung, fiihrte aber 
zu einem erheblichen Verlust an Zucker. Eindampfen ist 
selbstverstindlich ebenso ergebnislos, da die Salzsiiure ja erst 
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bei erheblicher Konzentration entweicht. Auch das Hindampfen 
unter vermindertem Druck fiihrt zu keinem positiven Ergeh- 
nis. Bei emem zur Kontrolle angestellten Versuch mit 5°/, iger 
Traubenzuckerlésung in 2,5°/,iger Salzsiure ginge 1 nur Spuren 
oder doch minimale Mengen von Salzsiure in das Destillat 
iiber. Es blieb also nur Neutralisieren mit einem Alkali iibrig 
und es fragte sich, ob und wieweit Salze die Girung stiren. 
In Oppenheims Buch: ,Die Fermente* finde ich dariiber nur’): 
,oalpeter und CaCl, hemmen, weil sie die Tryptase ak- 
tivieren, ahnlich die Sulfate von Na, NH,, Mg, nicht Fe, 
Mn, Co, Al.“ Méglicherweise beziechen sich diese Angaben 
auch nicht auf Hefe, sondern auf Zymase. Es war also nitig, 
Vorversuche tiber den Einflufi der Chloride auf die Giirung 
anzustellen. 

Die Versuche wurden mit 5 °/,iger Traubenzuckerlésung 
angestellt, der so viel von verschiedenen Chloriden hin- 
zugesetzt wurde, als bei der Neutralisation der angewendeten 
2,5 °/, Salzsiiure entstanden wiiren; nur beziiglich des Calcium 
wurde ein anderer Weg eingeschlagen, da sich CaCl, ja nicht 
mit hinreichender Genauigkeit abwiigen lifit. Die Versuche 
hatten folgendes Resultat bei der Priifung nach 48 stiindigem 
Stehen im Thermostaten bei ca. 37°: 

1. auf 100 ccm 4 g NaCl: kein Zucker (wiederholt 
angestellt), 

2, auf 100 cem 5,1 KCl: Spur Zucker (?), 

3. auf 100 ccm 3,66 NH, Cl: kein Zucker, 

4. 100 com + 9 ccm Salzsiiure von 1,126 D mit CaCO, 
neutralisiert, eingedampft auf 100 ccm, entsprechend 3,85 °/, 
CaCl,. Die Giarung setzte nach dem Hefezusatz sehr schnell 
ein, nach 48 Stunden war keine Spur Zucker vorhanden. Da 
die Hydrolysate nur 3,2 °/, Zucker enthielten, wurden auch 
mit einer Traubenzuckerlésung von 3,2 °/, Versuche angestellt, 
jedoch beschrinkte ich mich bei dieser Lésung auf einen Zu- 
satz von NaCl und NH,Cl, das Resultat war dasselbe. 

Wie verhielten sich nun die Hydrolysate aus Lichen 





1) Dritte Auflage 1910 II, 8S. 420. 
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nach der Neutralisation? Sie zeigten gute Vergiirung, indessen 
blieben mitunter doch kleine Mengen Zucker unvergoren. 

In der Technik ist nun meines Wissens mit einer 
3,2 °/,igen Zuckerlésung fiir die Vergiirung nichts anzufangen, 
die Lésungen miissen weit konzentrierter sein. Am niichsten 
liegt es natiirlich, die Hydrolysate nach dem Neutralisieren 
einzudampfen, die Frage ist indessen, ob die dadurch bedingte 
hihere Salzkonzentration die Girung nicht stért. Auch hier- 
tiber waren Versuche mit Traubenzucker erforderlich. Unter 
der Annahme, dab die neutralisierten Hydrolysate zunichst auf 
das halbe Volumen eingedampft wiirden, diente zu den Versuchen 
eine 6,4 °/, ige Traubenzuckerlésung, die mit so viel Salz versetzt 
wurde, wie bei dem Neutralisieren einer 5 °/, igen Salzsiiurelisung 
entstanden wiire. Das Verhalten dieser Lésung 48 Stunden 
nach dem Zusatz der Hefe und Einstellen in den Brutschrank 
war folgendes: 

1. 8°/, NaCl: Spur Zucker, 

2. 10,2°/, KCl: kein Zucker, 

3. 7,3°/, NH,Cl: minimale Spur Zucker, 

4. 100 ccm der 6,4°/, Lésung wurden mit 8 cem Salz- 
siure von 1,126 D versetzt, mit Ca CO, neutralisiert, wieder 
auf 100 cem gebracht, entsprechend einem Gehalt an CaCl, 
von 7,70°/,, usw. Die Fliissigkeit gab nach 48 Stunden noch 
starke Zuckerreaktion. Zur Bestimmung des unvergorenen 
Anteils wurde aus der ganzen Fliissigkeit (die kleine abge- 
nommene Probe blieb unberiicksichtigt) der Kalk mit Na, CO, 
ausgefallt, filtiert, nachgewaschen, Filtrat und Waschwasser, 
nachdem durch geringen Salzsiiurezusatz genau neutrale Re- 
aktion hergestellt war, wieder auf 100 ecm gebracht, 50 ccm 
wurden zur Bestimmung nach Fehling verwendet. Es wurden 
erhalten 0,0856 g Cu, O = 0,0432 g Zucker = 15,42 °/, des an- 
geewendeten. Ein CaCl, -Gehalt von rund 7,7 °/, verhindert also 
zwar nicht die Girung, bewirkt aber, da sie unvollstandig bleibt. 
Neutralisation mit Ca CO, bzw. Schlemmkreide, die am billigsten 
wire, kommt also in praxi kaum in Frage. 

Dementsprechend fielen nun auch die Versuche mit den 
nach dem Neuitralisieren auf das halbe Volumen eingedampfien 
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Hydrolysaten von ungefihr 6,4°/, Zucker aus, nur schien hier 
der nicht vergorene Rest eher gréBer zu sein. 

Ein sehr auffalliges Ergebnis hatte ein Versuch mit einer 
stirkeren Zuckerlésung. 25 ccm einer Traubenzuckerlisung 
von 12,8°/, entsprechend einem auf das Vierfache eingedampften 
Hydrolysat wurde mit 2 g NaCl, also 8 °/,, zur Girung ange- 
setzt. Die Giarung stand nach 48 Stunden still, obwohl noch 
erheblich Zucker vorhanden war: sie kam erst wieder in 
Gang, als die Girungsmischung mit dem gleichen Volumen 
Wasser versetzt und etwas neue Hefe hinzugesetzt war. Da- 
gegen zeigte eine 12,8°/,ige Traubenzuckerlésung mit 4 °/, NaCl 
vollstiindige Vergiirung. Wahrend also ein Prozentgehalt von 
8 NaCl die Girung einer 6,4 °/, igen Traubenzuckerlésung kaum 
gestirt hatte, war dies bei einer doppelt so starken in sehr 
erheblichem Grade der Fall. 

Dem entsprach nun auch ein Versuch mit einem Hydro- 
lysat, bei dem von vornherein darauf ausgegangen wurde, 
einen héheren Zuckergehalt zu erzielen. 

10 g Lichen wurden mit 100 cem 2,5°/,iger Salzsiiure 
(statt wie sonst 200 ccm) 3 Stunden im Autoklaven bei 1'/, 
Atmosphiren erhitzt, verdiinnt, koliert, abgepreft, der kleine 
Kolierbeutel noch in Wasser ausgeknetet, alles vereinigt, 
filtriert, gut nachgewaschen und auf 50 ccm eingedampft, von 
schwirzlichen pulverigen Ausscheidungen durch ein trockenes 
Filter filtriert. Es war zu erwarten, dafi diese Lésung etwa 
12'/, °/, Zucker enthalten wiirde. Dem entsprach die Bestim- 
mung durchaus. Aus 2 cem wurden erhalten 0,500 Cu, 0. 
Der Zuckergehalt betrug danach 12,6°/,. Die mit Natrium- 
karbonat etwas iiberneutralisierte, dann spurweise mit Wein- 
siure angesduerte Fliissigkeit wurde zur Girung angesetzt: 
nach 48 Stunden war noch reichlich Zucker vorhanden. Jetzt 
wurde mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt und noch 
etwas Hefe hinzugesetzt, wieder in den Brutschrank gebracht. 
Die Girung kam aufs neue in Gang, nach 48 Stunden waren 
nur noch Spuren von Zucker vorhanden. Das Ergebnis war 
also dasselbe wie bei der entsprechenden Zuckerlésung. 

Es schien mir von Interesse, den EinflufB relativ kleiner 
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Mengen von Chlornatrium auf die Girung einer noch konzen- 

trierteren Zuckerlésung, nimlich einer solchen von 20°/,, fest- 

zustellen. Anteilen einer solchen wurden durch Verreiben mit 

Chlornatrium ein Gehalt an diesem von 4°/,: A, bzw. 6°/, : B, 

bzw. 8°/,:C erteilt, diese Mischungen zur Girung angesetzt, 

sowie zur Kontrolle eine NaCl-freie 20°/,ige Zuckerlésung D. 
Nach 48 Stunden enthielten 10 ccm von 





A 0,05479 g¢ Zucker = 1,73 °/, der urspriinglich vorhandenen 2 g 


B0,0997 , , =4,97°%, , p ’ 2. 
CU 1,799 ” ” = 9,0 "le ” ” ” 2 ” 


wiihrend die Kontrollprobe D sich als gianzlich zuckerfrei 
ergab. Mit steigender Quantitiit des NaCl-Gehaltes ist also, 
wie zu erwarten war, die Quantitiit des unvergorenen Zuckers 
gréfier; bemerkenswerter als dies ist aber die Tatsache, dafi 
schon ein Gehalt von 4°/, NaCl bei einer 20°/,igen Lésung 
die vollstiindige Vergirung vorhinderte, wihrend er in schwiiche- 
rer Lésung ohne Einflufi war. Die angefiihrten Beobachtungen 
zeigen tibereinstimmend, daf das Chlornatrium in um so gerin- 
gerer Konzentration schon stérend wirkt, je héher die Kon- 
zentration der Zuckerlésvng ist. 


Versuche, das Hydrolysat an Zucker anzureichern. 


Nach dem eben Ausgefiihrten ist die Herstellung einer konzen- 
trierteren durch Salzsiureeinwirkung erhaltenen, dann neutralisierten 
Zuckerlisung, wie sie die Technik erfordert, durch Eindampfen nicht aus- 
fiihrbar, um so weniger, als der stiérende Einflufi des Salzgehaltes mit 
zunehmender Zuckerkonzentration zunimmt. Es bestand also die Aufgabe, 
eine gréfiere Zuckerkonzentration zu erreichen, ohne dafi der Gehalt an 
NaCl nach dem Neutralisieren mit Na,CO, 4°/, iiberstieg. 

Hierzu verfuhr ich folgendermafen: 10 g Lichen wurden mit 
100 cm 2,5°/,iger Salzsiiure wie gewéhnlich 3 Stunden im Autoklaven bei 
1'/, Atmosphiren erhitzt, mit Wasser verdiinnt, koliert, gut nachgewaschen 
und abgepreBt. Die gesamte erhaltene Fliissigkeit wurde filtriert, nach- 
gewaschen, auf 100 cem eingedampft. Mit dieser Lisung wurden nun 
aufs neue 10 g Lichen erhitzt usw., die erhaltene Liésung auf 100 ccm 
gebracht. 1 ccm dieser Liésung gab 0,4812 g Cu,O = 10,87°/, Zucker. 
Kin Teil der Lisung wurde mit trockenem Na, CO, neutralisiert und zur 
Girung angesetzt. Die Gérung trat schon nach einer halben Stunde ein, 
nach 48 Stunden war keine Garung mehr wahrnehmbar, eine kleine Probe 
der Lisung gab jedoch noch starke Zuckerreaktion. Die Mischung wurde 
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nun mit etwa dem gleichen Volumen Wasser versetzt und in ein neues 
Girungsrdéhrchen gefiillt; die Girung kam wieder in Gang, Reduktion 
jedoch nach 48 Stunden noch vorhanden, bei nochmaliger Umfiillung aus 
dem ganz mit Gas erfiiliten Réhrchen ergab sich wiederum neue Girung, 
die erst nach einigen Tagen stillstand. Die vergorene Fliissigkeit erwies 
sich nun erst als zuckerfrei in dem Sinne, daf sie nicht mehr reduzierte, 
indessen ist dieser Versuch als nicht ganz rein verlaufen zu bezeichnen, 
da die Fliissigkeit schwach alkalische Reaktion zeigte, nicht frei war von 
unangenehmem Geruch und das entwickelte Gas von Natronlauge nicht 
ganz vollstiindig absorbiert wurde. Soviel geht aber jedenfalls aus dem 
Versuch hervor, dafi eine aus Lichen hergestellte Zuckerlisung von 
10,8°/,, auch wenn ihr NaCl-Gehalt 4°/, nicht itiberschreitet, innerhalb 
48 Stunden nicht voll-tindig vergiirt. 

Durch Wiederholung der geschilderten Operation gelingt es, zn 
einer Zuckerlisung von 14,79), bei einem NaCl-Gehalt von 4°/, zu gelangen, 
indessen hat diese Anreicherung keinen Zweck, da ja schon die 10,87°/, ige 
Lésung nicht vollstiindig vergiirt. 


Uber die Ursache der unvollstindigen Vergirbarkeit. 
SD © 


Wie ich in den vorhergehenden Abschnitten ausgefiilrt 
habe, ist die Vergiirung der Hydrolysate in manchen Fiillen 
unvollstiindig. Es ist dabei zu unterscheiden, ob die ver- 
gorenen Fliissigkeiten nur noch reduzierten oder ob sie 
noch gairungsfihigen Zucker enthalten. Die letztere Erschei- 
nung wurde nur an salzhaltigen Hydrolysaten und nur bei héherem 
Zuckergehalt der Lisung beobachtet; es blieb dann auch bei 
einem Gehalt von nieht mehr wie 4°/, NaCl die Girung unvoll- 
stiindig und kam bei Verdiinnung wieder in Gang. Fir diesen 
Fall ist nur die Erklarung méglich, dai die Hydrolysate eine 
girungshemmende Substanz enthalten, deren Einfluf durch 
Verdiinnung aufgehoben wird. Diese Erklarung wird dadurch 
gestiitzt, dafi Lésungen von 12,8 °/, Traubenzucker bei einem 
Gehalt von 4°/, NaCl vollstiindig vergiiren, wiahrend das bei 
den Hydrolysaten von aihnlichem Zuckergehalt und 4°/, Natl 
nicht der Fall ist. Fiir diese Fille ist also das Bestehen- 
bleiben reduzierender Kigenschaften, abhingig vom Zucker- 
gehalt, geniigend erkliirt. Hier handelt es sich nur um die 
Erklirung der Beobachtung, daf} auch in durch Schwefelsiure 
erhaltenen Hydrolysaten sowie in den durch Salzsiure erhaltenen 
von geringem NaCl-Gehalt und niedrigem Zuckergehalt 
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mitunter reduzierende Higenschaften nach der Vergirung 
bestehen bleiben. Fiir diese Faille kommen nur zwei Erklarungs- 
miéglichkeiten in Betracht: 

1. Kin etwaiger Gehalt der Hydrolysate an Pentosen’); auf 
solche sind die vergorenen Fliissigkeiten wiederholt mittelst 
der Orcinreaktion untersucht, stets mit negativem Resultat. 

2. Die Gegenwart von reduzierendem, aber nicht ver- 
giirbarem Dextrin. Uber die Frage der Existenz von redu- 
zierendem Dextrin scheinen die Meinungen auseinander zu gehen, 
nach dem, was Musculus und Mering?®) in einer lange Zeit 
zuriickliegenden Arbeit hieriiber ausgefiihrt haben, scheinen 
mir aber Zweifel an der Existenz solcher nicht berechtigt. 
A priori ist es selbstverstiindlich, dafi bei der Einwirkung 
von Sauren auf Lichenin Zwischenstufen von Dextrincharakter 
auftreten, der Beweis hierfiir wiirde aber nur durch die 
Darstellung aus in der iiblichen Weise dargestellten Hydro- 
lysaten erbracht werden kénnen. Der Gegenstand schien mir 
nicht wichtig genug, um hierfiir die erforderlichen grofen 
Mengen von Alkohol zu opfern. Immerhin kann ich zweierlei 
zur Stiitze der Annahme von reduzierendem Dextrin als Ur- 

_ 7?) Wiahrend in den abgegorenen Zuckerlésungen keine Pentose nach- 
weisbar war, fanden sich bei nachtriiglich angestellten Versuchen kleine 
Mengen davon beim Destillieren einer Quantitiit der Zuckerlésung mit 
Salzsiiure, nachweisbar durch Anilinacetat (namentlich wenn man eine 
Probe des Destillates in einem Reagensglas zum Sieden erhitzie, in das 
ein mit Anilinacetat getrinkter Papierstreifen eingefiihrt war), die 
Orcinreaktion und Bildung von Phloroglucid bei Zusatz von in Salzsiiure 
gelistem Phloroglucin. Die Zersetzung der Pentose bei der Girung erklart 
sich vielleicht durch gleichzeitig stattgefundene Fiulnis, die wiederholt 
festgestellt wurde. Daf} Pentosen im Gemisch mit Traubenzucker der 
Girung unterliegen kinnen, wohl stets nur bei begleitender Faulnis, haben 
Blumenthal und Bendix nachgewiesen (Zeitschr. f. diéit. und physik. 
Therap. Bd. 3 Heft 7). Die Zersetzung von Pentosen, die faulenden Kiweib- 
mischungen zugesetzt waren ohne Traubenzucker, habe ich nachgewiesen 
(diese Zeitschr. Bd. 30 S. 484, 1899), mitunter unter erheblicher Alkohol- 
bildung. Aus zwei Versuchen mit je 5 g Arabinose erhielt ich zusammen 
3,5 ¢ fast 97°/,igen (Vol. °/,) Alkohol neben fliichtigen Fettsaiuren, wahrend 
(rei andere Versuche keinen Alkohol lieferten. 


*) Diese Zeitschrift Bd. 20 8. 405 (1878). 
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sache der unvollstiindigen Vergirung anfiihren. Aus einer 
nur eine Stunde mit Saiure gekochten Versuchsfliissigkeit — der 
Versuch verungliickte durch Springen des Kolbens — wurde 
nach dem Neutralisieren und EKinengen durch Zusatz von 
Alkohol eine relativ geringe Quantitiét unveriindertes Lichenin 
entfernt, der wiisserig-alkoholische Auszug eingedampft, mit 
Alkohol absolut. gefallt, der Niederschlag in Wasser gelist 
und nochmals gefillt, mit Alkohol und Ather entwiissert, 
Es wurde so ein briunlich-weifes, mit Jodlésung nicht rea- 
gierendes Pulver erhalten, das reduzierte, aber nicht ver- 
giirte. Weiterhin wurde durch Erhitzen eines vergorenen, 
aber noch reduzierenden salzfreien Hydrolysates mit Schwefel- 
siiure, Entfernung dieser durch Baryumkarbonat usw. eine 
Fliissigkeit erhalten, die starke Girung zeigte. Hs ist demnach 
anzunehmen, dafi die, nicht in allen Fiillen wahrgenommene, 
Unvollstindigkeit der Vergiirung, soweit sie nicht durch 
Salzgehalt verursacht war, auf einem Gehalt an reduzierendem 
Achroodextrin beruht. Es lag nahe, das Dextrin auch durch 
einen Vergleich der Reduktion mit der Zirkularpolarisation 
nachzuweisen; der Versuch ist auch gemacht, fiihrte indessen 
zu keinem entscheidenden Ergebnis, die Einzelheiten kénnen 
daher iibergangen werden. 


Ist der durch die Hydrolyse erhaltene zuckerhaltige Sirup 
genieBbar? 

Die Ausziige von Lichen islandicus schmecken bekanntlich 
bitter. Der Bitterstoff soll sich — als von Cetrarsiiure her- 
riihrend, die ,stark und rein bitter schmeckt* — durch Behand- 
lung des isliindischen Mooses mit Alkalien entfernen lassen. 
Daher benutzte ich zur Untersuchung dieser Frage ein von 
Gebe in Dresden bezogenes Priparat von entbittertem Lichen. 
25 g desselben wurden mit 500 ccm 6°/,iger Schwefelsiure 
3 Stunden im Autoklaven bei 11/, Atmosphiren erhitzt, der 
erhaltene saure Auszug so, wie es in dem betreffenden Versuch 
der Anreicherung an Zucker mit Salzsiiure beschrieben ist, 
nochmals mit 25 g Lichen erhitzt, aus dem eingedampften 
Auszug zuerst die Schwefelsiiure durch Strontiumhydroxyd und 
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-karbonat entfernt, nach 24stiindigem Stehen vom Strontium- 
sulfat abfiltriert, dann mit Blutkohle (Merck) entfarbt, was 
nur schwer gelang, und wieder eingedampft, zuletzt bei még- 
lichst niedriger Temperatur. Es ergab sich so ein Sirup, der 
siif, aber nebenher unangenehm schmeckte und eine nicht 
unbetriichtliche Quantitit Strontium enthielt, augenscheinlich 
als Salz der Flechtensiiuren, deren Entfernung durch die 
vorgiingige Behandlung des Lichen mit Alkalien also augen- 
scheinlich nicht vollstiindig gelungen war. Das Strontium 
wurde durch Natriumkarbonat entfernt, jedoch wurde fiir den 
Geschmack hierdurch erklirlicherweise nichts gewonnen. 


Um iiber die GriéBe des Gehaltes an Flechtensiiuren, die an sich 
kein Hindernis fiir die Anwendbarkeit bilden wiirden, da das islindische 
Moos ja als Medikament benutzt wird, eine Vorstellung zu gewinnen, 
wurden folgende Versuche angestellt: 


1 150 cem eines Auszuges aus nicht entbittertem Lichen von 
unbekannter Konzentration wurden eine Viertelstunde lang mit Strontium- 
karbonat gekocht, heifi filtriert und nachgewaschen. Das Filtrat mit 
Schwefelsiiure versetzt und einige Zeit auf dem Wasserbad erhitzt, um 
eine bessere Abscheidung des Strontiumsulfats und gleichzeitig bessere 
Filtrierbarkeit durch beginnende Hydrolyse des Lichenins herbeizufihren, 
dann filtriert, schwefelsiurefrei gewaschen, getrocknet, gegliiht, gewogen. 
Erhalten 0,0608 g¢g SrSO,. 

In einem Kontrollversuch wurde Strontiumkarbonat mit 150 cem 
Wasser ebenso lang gekocht, filtriert, Filtrat (ohne Nachwaschen) mit 
Schwefelsiiure versetzt. Auch nach mehrtiigigem Stehen war keine Abschei- 
dung von Strontiumsulfat zu bemerken. 

Zur Feststellung der Konzentration des obigen Lichenauszuges wurden 
Filtrat und Waschwasser vom Strontiumsulfat eingedampft, durch Zusatz 
von Wasser und 30 ccm verdiinnter Schwefelsiiure auf das Volumen von 
150 cem gebracht, mehrere Stunden am Riickflu{kiihler gekocht. Aus 
10 ccm wurden mit Fehlingscher Lésung erhalten 0,2002 g¢ Cu,O. Das 
entspricht fiir die ganze Quantitét 1,515 ¢ Zucker. 


Als Flechtensiiuren werden fiir Lichen angegeben: Cetrarsiiure, 


Lichenstearinsiiure (Lichensterinsiure) und Protocetrarsiiure. Natiirlich 
konnte nur eine von diesen Siiuren als Repriisentant gewihlt werden, 
am geeignetsten schien mir die Cetrarsiiure. Die Berechnung der Quan- 
titiit derselben aus dem erhaltenen Strontiumsulfat sté®t nun auf die 
eigentiimliche Schwierigkeit, daf fiir die Cetrarsiiure drei verschiedene 
Formeln angegeben werden, in denen allen sie zweibasisch erscheint. 
In Beilstein (3, Aufl. I S. 2082) hei®t es ,Cetrarsiiure C,,H,,O, oder 
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C3)H;,0,, (Hilger und Buchner Berichte 25, 464), im Erginzungsband 
wird 8. 1219 als Zusammensetzung angegeben C,,H,,0,, “(Hesse’), 

Ich habe der Berechnung die Formel von Hilger und O. Buchner 
und von Hesse zu Grunde gelegt. Nach der ersteren berechnen sich aus 


dem Strontiumsulfat 0,1972 g Cetrarsiiure = 11,32°/, der Summe yon 
Glukose und Cetrarsiiure, nach der zweiten nur 0,1577 g = 9,4°/, der 


genannten Siiuren. 

Da es denkbar ist, dafi sich beim Kochen mit Siiuren erst Flechten- 
siuren aus héher zusammengesetzten Verbindungen abspalten und es 
doch gerade auf den Gehalt des Hydrolysats an Flechtensdiuren ankommt, 
wurden noch folgende Versuche gemacht: 

1. 10 g islindisches Moos wurden wie gewéhnlich mit 200 cem 
6 °/,iger Schwefelsiiure 3 Stunden lang gekocht, nach dem Erkalten genau 
das Volumen von 200 hergestellt (mit den ungelisten, nicht erheblichen 
Resten) durch ein trockenes Filter filtriert. 100 ccm wurden heifi mii 
Strontiumhydratlisung genau neutralisiert, jedoch so, dai die Reaktion 
auf Lakmus noch schwach sauer war. Das Treffen dieses Punktes wird 
dadurch sehr erleichtert, dafs schon vor Eintritt alkalischer Reaktion die 
rétlichgelbe Farbe dieser Lésung in Graublau umschlégt. Es wurde 
filtriert, gut nachgewaschen und etwa auf 50 ccm eingedampft. Leider 
war eine nochmalige Filtration nitig, da die Lésung sich staubférmig 
schwirzlich getriibt hatte. Um den Verlust an Strontiumsulfat durch 
seine Liéslichkeit nicht zu sehr zu erhéhen, wurde nur wenig na¢h- 
gewaschen, Die Lisung nach dem Ansiuern mit Salzsiure heifi mit 
Schwefelsiure gefallt und zur Verminderung der Lislichkeit des Strontium- 
sulfats dasselbe Volumen Alkohol hinzugesetzt, am niichsten Tage filtriert 
und bis zum Verschwinden der HCl-Reaktion nachgewaschen. Erhalten 
0,1724 g SrSO,. Daraus berechnet sich unter Zugrundelegung der Formel 
C;,H;,0,. ein Gehalt des isliindischen Mooses an Cetrarsiiure == 10,92 0/,, 
bzw. die Summe von Glukose und Cetrarsiiure enthilt 14,09 °/, Cetrarsiiure 
oder, wie der technische Ausdruck lautet, ,Nichtzucker“. Natiirlich ist 
damit nicht gesagt, day aufber der Cetrarsiure in dem Gemisch nicht 
auch noch anderer ,Nichtzucker* enthalten ist. Dabei ist angenommen, 
daf} das islindische Moos in lufttrocknem Zustand rund *,, seines Gewichts 
an Glukose liefert. Bei Annahme der Formel von Hesse wiirden dic 
entsprechenden Zahlen 8,94 und 11,84 °/, sein. 


1) Zum Uberfiu® findet sich noch eine vierte Formel in Partheil- 
Otto, Organische Chemie 8. 572, niimlich C,,H,,O,. — Fiir die Lichen- 
sterinsiure liegen die Verhiiltnisse auch nicht besser. In Beilstein | 
S. 625 heifit es: Lichenstearinsiiure C,,H.,O, (einbasisch) oder nach 
Hilger und Buchner (Ber. 28, 462) C,,H,,0,,; (zweibasisch), Im 
Supplement zu diesem Bande hei®t es dagegen: ,Lichensterinsiure hat 
die Zusammensetzung C,,H,.0, = C,, H3,0, . CO, H.“ 
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2. 10 g Lichen wurden ebenso behandelt, dann jedoch nach starkem 
Verdiinnen heifi filtriert und so lange nachgewaschen, bis das Waschwasser 
Kongopapier nicht mehr bliute, Filtrat und Waschwasser auf 200 cem 
eingedampft, durch ein trockenes Filter filtriert und 100 ccm zur Bestim- 
mung verwendet, die ebenso verlief, jedoch eine etwas geringere Quantitiit 
SrSO, lieferte, nimlich 0,1636 g SrSO,. Daraus berechnet sich fiir das 
islindische Moos ein Gehalt von 10,37°/, bzw. 8,48°/, nach der Hesseschen 
Formel, fiir die Summe an Zucker und Flechtensiure ein Gehalt von 
13,15°/, bzw. 11,22°/,. Selbstverstindlich sind diese Angaben nur als 
grobe Anniherungen aufzufassen und jedenfalis wegen der Lislichkeit des 
SrSO, als Minimalwerte; als solche auch aus dem Grunde, weil die Sattigung 
der sauren Lisungen mit Strontiumhydrat vielleicht keine vollstandige 
war. Es schien mir aber besser, diesen Fehler zu machen, als in den 
entgegengesetzten zu verfallen, da sich erfahrungsgemif ein Uberschuf 
von Erdalkalien in so zusammengesetzten Fliissigkeiten durch CO, und 
Kindampfen nicht mit Sicherheit vollstaéndig entfernen lift. 

Nachtriiglich erschien es mir wiinschenswert, Versuche dariiber 
anzustellen, wie sich mit Schwefelsiiure angesiuerte Lisungen von Glukose 
gegeniiber Strontiumhydrat und -karbonat verhalten. Eine Lisung von 
5 g Traubenzucker in 200 ccm Wasser wurde mit 20 ccm verdiinnter 
Schwefelsiiure versetzt und heif mit Strontiumhydratlisung genau abge- 
siittigt, die eingedampfte, ganz schwach getriibte Lésung filtriert und 
einmal nachgewaschen. Das neue Filtrat mit Salzsiiure angesiiuert und 
hei8 mit verdiinnter Schwefelsiiure versetzt: es blieb vollkommen klar; 
auch am niichsten 'age war keine Ausscheidung zu bemerken. Derselbe 
Versuch wurde auch mit Strontiumkarbonat in geringem Uberschub 
gemacht. Beim Eindampfen des Filtrats schied sich ein wenig Strontium- 
karbonat aus. Das Filtrat gab mit Schwefelsiiure keine Fallung. 


LiBt sich das Lichenin durch Fermente verzuckern? 


Die Umstiindlichkeit der Hydrolyse des Lichenins durch 
Siuren legt die Frage nahe, ob diese nicht durch Fermente 
zu bewirken sei. 

Zu denVersuchen hieriiber dienten einerseits Abkochungen’') 
von isliindischem Moos samt den beim Erkalten der Liésungen 
entstandenen Ausscheidungen, andererseits Priparate, die durch 
KingieBen von noch warmen Ausziigen in Alkohol absolut., 
Auswaschen damit, Entwissern mit Alkohol und Ather dar- 
gestellt waren. Ks wurden so weifie, z.'T. auch gelblich-weifie 


') Versuche mit islindischem Moos in Substanz erschienen mir 
zwecklos. 











120 EK. Salkowski, 


Pulver erhalten, die sich triige und abgesehen von wenigen 
ungelést bleibenden gequollenen Fléckchen klar in Wasser 
lésten. Die Lésungen von der gewihlten Konzentration = 1°), 
wurden beim Erkalten nicht gelatinés. 

1. Versuche mit Pankreasdiastase. 1 g Pankreatin 
Rhenania wurde mit 100 ccm Wasser in der Reibschale ver- 
rieben, filtriert, das Filtrat war ganz klar. Gleiche Volumina 
des Auszuges und einerseits der 1°/,igen Licheninlésung, 
andererseits 1 °/,igen Stiirkekleisters wurden gemischt. Wihrend 
die Mischung mit Stirkekleister schon nach wenigen Minuten 
starke Trommersche Probe gab, blieb beim Lichenin jede 
Reaktion aus, ebenso nach 24stiindiger Digestion bei 40°. 
Die Lichen-Ausziige enthalten an sich schon etwas reduzierende 
Substanz, die Reduktion war nach 24stiindiger Digestion mit 
Pankreasauszug nicht verstirkt. Versuche mit selbst dar- 
gestelltem Pankreaspulver hatten dasselbe Resultat. 

2. Als pflanzliche Diastase diente ein kiiufliches 
Priiparat, aller Wahrscheinlichkeit nach aus Malz dargestellt. 
Da dasselbe stark zuckerhaltig war, konnte es nicht direkt 
benutzt werden. Zur Reinigung wurde eine 10°/,ige filtrierte 
Lésung in das mehrfache Volumen Alkohol absolut. gegossen. 
Aus der anfangs gleichmabig getriibten Fliissigkeit schied sich 
allmihlich nach Zusatz einer Spur von geléstem Natriumacetat 
ein klebriger Niederschlag am Boden des Glases aus, der sich 
nach dem Abspiilen mit Alkohol glatt und ganz klar in Wasser 
léste, jedoch noch nicht zuckerfrei war. Durch Wiederholung 
der Operation gelang es, zu einem Priiparat zu gelangen, dessen 
Lisung in der beim Versuch angewendeten Konzentration 
alkalische Kupferlésung nicht mehr reduzierte').  Gleiche 
Volumina dieser Lésung wurden mit 1°/,igem Stiarkekleister 
einerseits, 1°/,iger Licheninlisung andererseits gemischt. 
Wihrend die erstere Mischung schon nach wenigen Minuten 
starke Trommersche Probe gab, verlief die Reaktion in der 
Licheninlésung negativ und blieb auch fast ganz negativ nach 
24stiindigem Verweilen im Brutschrank. 





1) Nach lingerem Stehen zeigte sich eine Spur von rotem Cu, 0 am 
Boden des Reagensglases, 
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3. Die Versuche mit Speichel ergaben gleichfalls keine 
Zuckerbildung mit Lichenin. 

Diese negativen Ergebnisse stehen augenscheinlich in 
einem auffallenden Widerspruch mit dem Verhalten des Lichenins 
im Tierkérper. Es kann ja doch nicht zweifelhaft sein, dal 
dasselbe im isliindischen Moos oder Renntiermoos, von den 
Renntieren verzehrt, mindestens zum grofen Teil verwertet 
wird. Es miissen also noch andere Vorgiinge bei der Auf- 
schlieBung der Flechten und Uberfiihrung des Lichenins in 
Glukose titig sein, vielleicht solche bakterieller Natur. 


2. Cladonia rangiferina. 


Das Renntiermoos war nicht so frei von anderen Pflanzen- 
teilen wie das isliindische Moos. Die zur Analyse dienende 
Probe wurde méglichst rein ausgesucht, es erwies sich jedoch 
als untunlich, das ganze zu den Versuchen benutzte Material 
in genau gleicher Weise von beigemischten Pflanzenteilen zu 
befreien. Dadurch ergaben sich natiirlich kleine Differenzen 
in den Versuchsresultaten. 

Als Zusammensetzung ergab sich fiir 100 Teile (luft- 
trocken): 


Lichewm . =. « « »« « « « SOS 
Fett (Atherextrakt) . . . . 2,59 
Me ck lk 8 tr vo 
Sonstige organische Substanz . 26,96 
Weer 8... Se « sw BO 
Re 6 3 a De eR ee Se 


Dazu sei folgendes bemerkt: 


1. Die Bestimmung des Lichenins geschah wie beim isliindischen 
Moos durch Kochen mit Salzsiiure von derselben Konzentration am Riick- 
fluBkiihler. Es erwies sich jedoch wegen der voluminésen und sparrigen 
Beschaffenheit der Renntierflechte untunlich, mit 100 ccm Salzsiiure auf 
® g Flechte auszukommen; vielmehr war es nitig, 200 ccm Salzsiure von 
2,5°/, HCl anzuwenden. Im iibrigen wurde ebenso verfahren wie bei 
Lichen. 10 ccm des auf 100 ccm eingedamnften Auszuges ergaben 
0,6021 g Cu,O = 60,70 °/, Glukose = 54,63 °/, Lichenin. 

2. Atherextrakt durch 10stiindiges Ausziehen von 2,50 g am 
Soxhlet erhalten. Beim Stehen des Atherauszuges scheiden sich schwefel- 
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gelbe Nadeln, augenscheinlich Usninsiure oger eine nahestehende Flechten- 
siiure, aus, der Verdampfungsriickstand des Atherauszuges bestand jeden- 
falls nur zum kleinsten 'leil aus Fetten und léste sich gréftenteils in 
Natriumkarbonatlisung. Die Lisung war anfangs griinlich, wurde all- 
mahlich briunlich. 

5. Zur N.bestimmung nach Kjeldahl dienten 1,375 g. Diese 
erforderten 6,45 ccm 0/,, Siure, 

4. Wasser und Asche. 1,5046 g verloren bei 115° 0,1594 g H,0 
und hinterlieBen 0,0170 g¢ Asche. 


5. Sonstige organische Substanz durch Differenz bestimmt. 

Beziiglich der Hydrolyse mit verdiinnter Schwefel- 
siure ergab sich dasselbe wie bei Lichen, es war 6°/, ige 
Schwefelsiure erforderlich (d. h. eine Siiuremischung, die in 
1 160 g H,SO, enthielt), 5 g mit 200 cem dieser Saéure am 
RiickfluBkiihler erhitzt usw. 10 cem der auf 100 ccm ein- 
gedampften Liésung gaben 0,6360 g Cu,O = 64,13 °/, Glukose 
= 57,72 °/, Lichenin, also noch etwas mehr als bei Anwendung 
von Salzsiure. 

Da das Erhitzen am Riickflufkiihler des Schiumens 
wegen sehr unangenehm ist, auferdem in der Technik nicht 
anwendbar, wurde auch hier Erhitzen im Autoklaven ange- 
wendet. 

20 g Cladonia wurden mit 400 cem 6°/,iger Schwefel- 
siure 5 Stunden bei 1 Atmosphiire erhitzt, sodann samt der 
ungelésten Substanz auf 900 ccm gebracht, filtriert, die 
teduktion in 10 ccm bestimmt. Diese lieferten 0.2870 g Cu, 0 
= 53,80°/, Traubenzucker, also merklich weniger, als beim 
Erhitzen am RiickfluBkiihler. Der gut ausgewaschene Riick- 
stand wurde noch einmal am Riickflubkiihler mit 400 ccm 
6°/,iger Schwefelsiure erhitzt, auf 550 cem aufgefiillt, filtriert. 
25 ccm des Filtrats gaben 0,026 g Cu,O; daraus berechnen sich 
6,34°/, Traubenzucker, also im ganzen 60,14°/, der Cladonia 
Zucker = 54,15°/, Lichenin, fast genau iibereinstimmend mit 
dem bei der Hydrolyse mit Salzsiure erhaltenen Wert. Nebenher 
geht aus dem Versuch hervor, dafi 3stiindiges Erhitzen bei 
1 Atmosphiire nicht ausreicht, um alles Lichenin in reduzie- 
rende Substanz tiberzufiihren. 

Ich habe es nun nicht fiir nétig gehalten, alle Garungs- 
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versuche, die Anreicherungsversuche, die Dextrinfrage, die Be- 
schaffenheit des Lichenins selbst, ebenso wie beim islin- 
dischen Moos zu untersuchen, mein Hauptaugenmerk vielmehr 
auf die Frage gerichtet, ob es nicht gelingen méchte, aus der 
Renntierflechte einen fiir Genufizwecke geeigneten Zuckersirup 
zu erhalten. Dabei kam natiirlich nur die Anwendung der 
Schwefelsiiure in Frage, und jedenfalls war eine Reinigung des 
Materials vor der Hydrolyse erforderlich. Diese Reinigung 
wurde zuerst durch Erhitzen mit Wasser unter Druck ver- 
sucht. Dabei mubte der Verlust festgestellt werden. 


10 g Substanz wurden mit 400 ccm Wasser 3 Stunden bei 2 At- 
mosphiren erhitzt, durch Leinwand koliert, mit der Hand abgeprefit, der 
zusammengefaltete Beutel im Wasser durchgeknetet, alles vereinigt und 
eingedampft. Dabei trat Schwiirzung und Triibung ein, es wurde daher 
filtviert. Die Filtration ging anfangs gut, stockte aber schlieBlich voll- 
stiindig. Der Rest wurde mitsamt dem Filter mit Wasser gekocht, aufs 
neue filtriert und mit der Hauptmenge auf 200 cem eingedampft. Diese 
Lisung schmeckte zusammenziehend, enthielt etwas Zucker, Ferroammon- 
sulfat gab leichte schwiirzliche Farbung. 

100 ecm wurden mit 10 ccm Salzsiure 3 Stunden am Riickflub- 
kiihler gekocht, das Volumen von 100 durch Verdampfen hergestellt. 
10 ecm gaben 0,1568 Cu,O. Daraus berechnen sich fiir die 200 cem 
1,58 g Traubenzucker. Da aus 10 g rund 6 g Zucker zu erwarten sind, 
so betrigt der Verlust bei der ,Remigung‘ 26,55 °/,. Dabei ist allerdings 
der bei dem Verfahren unvermeidliche mechanische Verlust nicht be- 
riicksichtigt. 

Kin zweiter unter miglichster Vermeidung von Verlusten ange- 
stellter Versuch hatte ein ganz iihnliches Resultat. Der ebenso aus 10 g 
Cladonia erhaltene wissrige Auszug wurde auf 100 ccm gebracht, nach Zu- 
satz von 10 ccm Salzsiure 3 Stunden am Riickflufkiihler gekocht, das 
Volumen von 110 ccm hergestellt. 20 cem gaben 0,4768 g Cu,O. Daraus 
berechnen sich fiir die ganze Quantitit 1,322 g Glukose. Da aus 10 g 
rund 6 g Glukose zu erwarten waren, so sind 22°/, verloren gegangen. 


¢ 


Geringer war der Verlust bei der Reinigung durch Alkali. 

10 g wurden mit 400 ccm einer 1 °/,igen Natriumkarbonat- 
lésung (auf trockenes Natriumkarbonat bezogen) kurze Zeit ge- 
kocht, durch Leinwand koliert, der Leinenbeutel in Wasser durch- 
geknetet usw., filtriert, Filtrat und Waschwasser unter 200 ein- 
gekocht, dann 18 ccm Salzsaéure hinzugesetzt, auf 200 ccm ge- 
bracht, 3 Stunden am Riickflufkiihler gekocht, mit einem briiun- 
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lichen Sediment, das sich abgeschieden hatte, auf 250 ccm auf- 
gefiillt. 25 ccm gaben 0,0926 g Cu, O. Dies ergibt fiir die ganze 
Quantitaét 0,467 °/, Zucker. Der Verlust an Zucker betragt 
danach nur 7,78 °/,. 

Der nach dem Auskochen mit Na, CO,-Lésung gebliebene 
Riickstand wurde mit Wasser gewaschen, schliefilich abkoliert, 
ausgeprefjt und 3 Stunden im Autoklaven mit 6°/, iger Schwefel- 
siiure bei 1 Atmosphiire erhitzt, aus dem erhaltenen Auszug 
mit Sr (OH), und SrCO, die Schwefelsiure entfernt, von Sr SO, 
abfiltriert, eingedampft mit Kohle behandelt, abfiltriert, ein- 
gedampft. Es resultierte ein Sirup, der siifi schmeckte, je- 
doch nicht frei war von einem unangenehmein Nachgeschmack. 
Ebenso wie beim isliindischen Moos enthielt auch dieser 
Sirup eine nicht uuerhebliche Quantitit Strontium, die Ent- 
fernung desselben durch Natriumkarbonat fiihrte, wie bei 
Lichen, nicht zum Ziel, immerhin schien mir der Beige- 
schmack geringer als bei dem Sirup aus Lichen, und es wiire 
vielleicht méglich, ihn durch Korrigentien zu verdecken. Ob 
es moglich ist, die Flechtensiiuren und damit wohl die Bitter- 
stoffe vor der Hydrolyse vollstindig zu entfernen, muf ich 
dahingestellt sein lassen. 

Nachschrift. — Wie ich in der Einleitung zu meiner 
Arbeit erwihnt habe, ist die Herstellung von Alkohol aus 
Flechten in dem Handbuch der Spiritusfabrikation von Maercker 
und Delbriick bereits erwihnt. Die betreffende Stelle findet 
sich auf Seite 428 der 8. Auflage und lautet'): 


,Aus dem Renntiermoos (Cladonia rangiferina) und dem isliindischen 
Moos wird in nérdlichen Gegenden Spiritus gewonnen. Beide Flechten 
enthalten Flechtenstiirke (Lichenin) und eine eigentiimliche Form der Cellu- 
lose, welche durch verdiinnte Siuren leicht in eine vollkommen girungs- 
fiihige Zuckerart iibergefiihrt werden kann. Nach Untersuchungen von 
Stenberg kann man auf diese Weise 65—70 °/, giirungsfihiges Material 
gewinen. Zur Invertierung diirfen nur miibige Siiuremengen verwendet 
werden, weil sich sonst der schon gebildete Zucker zersetzt. Uber 2,5 °/,”) 


1) Ich fiihre die Stelle woértlich an, weil ich an eine Angabe in devr- 
selben ankniipfen miéchte. 

°) Es kénnte auffallend erscheinen, dafi ich auch gerade Salzsiiure 
von ungefiihr 2,5°/, HCl angewendet habe. Das erklirt sich daraus 


/ 
‘ 
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darf die Konzentration der Salzsiiure keinesfalls sein. Die Neutralisierung 
yor dem Anstellen zur Giirung nimmt man gewodhnlich nicht mit Schlemm- 
kreide, sondern mit Soda vor, um die Schlempe fiir die Fiitterung brauch- 
bar zu erhalten. Zur Girung verdiinnt man auf 5—6° Sacch.)* 


Uber die Existenz dieser von Stenberg angenommenen, 
leicht hydrolysierbaren Cellulose, welche also nach dem von 
K. Schultze eingefiihrten — iibrigens meiner Meinung nach 
anfechtbaren — Begriff zu den Hemicellulosen zu rechnen wire, 
habe ich einige Versuche angestellt, die darauf ausgingen, 
islindisches Moos soweit als méglich von Lichenin zu befreien, 
dann den Riickstand der Siiurewirkung zu unterwerfen. 

50g Lichen wurden mit 1 Liter Wasser 3 Stunden bei 2 Atmo- 
sphiren erhitzt, koliert, nachgewaschen, der Kolierbeutel griind- 
lich in Wasser durchgeknetet, der Riickstand nochmals ebenso 
im Autoklaven erhitzt, filtriert. Das Filtrat — eime Probe — 
gab nach dem Kochen mit 3/, Volumen Salzsiiure 1 Minute 
lang positive Trommersche Probe. Der gut ausgewaschene 
tiickstand wurde daher ebenso zum 3. Male erhitzt, der In- 
halt des Porzellaneinsatzes des Drucktopfes dann auf 1100 ccm 
gebracht, durch Papier filtriert. Die Filtration erfolgte fast 
volistindig, auf dem Filter blieb keine gelatinése Masse. 
1000 cem des Filtrats wurden eosin, a mit Wasser und 
10 ccm Salzsiiure auf 110 ccm gebracht, 5 Stunden am Riick- 
flubkiihler gekocht und nach Neutralisierung vollstiindig zur 
Zuckerbestimmung verwendet. Es wurden erhalten 0,0962 g 
Cu, O = 0,0481 g Zucker. Der ganze 3. Auszug enthielt idee 
0,0481 « 11 = 0,5291 g Zucker. 

Der jetzt gebliebene Riickstand wurde nun in einer 
gréBeren Quantitiét Wasser aufgeschwemmt, nach langerem 
tiihren abkoliert, abgedriickt und mit 400 cem 6 °/, iger Schwefel- 
siiure 3 Stunden im Autoklaven bei 1’/, Atmosphiaren erhitzt, 
filtriert. 5 cem gaben 0,1674 g Cu, O, daraus berechnet sich 
der aus dem vollig erschépften Riickstand durch Saure er- 
haltene Zucker zu 6,752 g, 100 g Lichenin liefern also 13,504 g 
Zucker nicht aus dem Fiche sondern aus Cellulose oder, 


dab diese Konzentration zur Hydrolyse von Amylum in der Nahrungs- 
mittelechemie iiblich ist und ich sie auch in einer friiheren Arbeit in der 
Biochem. Zeitschrift Bd. 19 S. 42 benutzt habe. 
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mit anderen Worten, etwa ‘/, des durch Hydrolyse erhaltenen 
Zuckers stammen aus den Lichenin, '/, aus Cellulose. 

2. 20 g isliindisches Moos wurden ebenso wie in dem vorigen 
Versuch dreimal mit Wasser erhitzt. Das Volumen der 3. Ab- 
kochung betrug mit Spiilwasser 1160 cem. Das Ganze wurde 
durch ein trockenes Filter filtriert, die Hilfte des Filtrates — 
580 ecm eingedampft, mit Wasser und 10 ccm Salzsiure auf 
100 cem aufgefiillt. Aus der verarbeiteten Quantitiit erhalten 
0.2450 g Cu, O = 0,250 g Zucker fiir die ganze 3. Abkochung. 

Der bei der 3. Abkochung erhaltene Riickstand ebenso, 
wie im vorigen Versuch behandelt, méglichst vollstindig in 
einen Kolben gebracht, mit 20 ccm Salzsiure, 180 ccm Wasser 
3 Stunden am RiickfluBkiihler erhitzt, stark verdiinnt, filtriert 
und so lange mit heifiem Wasser nachgewaschen, bis die Re- 
aktion mit Kongopapier negativ ausfiel (dies ist tiberhaupt fast 
stets gepriift, wo es sich um Auswaschen siiurehaltiger Li- 
sungen handelte), durch Eindampfen auf 200 ccm gebracht, 
nochmals durch ein trockenes Filter filtriert. 10 cem gaben 
0.2942 g Cu, O = 2,966 g Zucker fiir die ganze Quantitiit. Der 
Zucker war vollig vergiirbar, Dextrin nicht nachweisbar. 100¢ 
Lichen wiirden danach bei der Hydrolyse 14,83 g nicht aus 
dem Lichenin, sondern aus der Cellulose stammenden Zucker 
hefern. In analytischer Beziehung folgt daraus, daf} der Aus- 
druck Lichenin in den Analysen nicht eigentlich Lichenin be- 
deutet, sondern Gesamtsumme des aus diesem und der Cellu- 
lose durch Hydrolyse erhaltenen Zuckers auf Lichenin umge- 
gerechnet. Zweifelhaft erschien mir aber, ob das Verhalten 
der Flechtencellulose in der Tat so wesentlich von der ge- 
wohnlichen Cellulose abweicht, dafi man gendtigt ist, eine be- 
sondere Art Flechtencellulose anzunehmen. Hieriiber wurden 
folgende Versuche gemacht: | 

1. 20 g Filtrierpapierschnitzel (Schleicher und Schill 
Nr.597) wurden mit 400 cem 6 °/, iger Schwefelsiure 3 Stunden 
im Drucktopf bei 2 Atmosphiren erhitzt. Das Volumen betrug 
nach der Erhitzung einschliefilich des restierenden Filtrier- 
papiers und etwas zum Nachspiilen gebrauchten Wassers 400 ccm. 
Es wurde durch ein trockenes Filter filtriert. 20 ccm lieferten 
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0,2160 g Cu, O. Daraus berechnet sich die aus 20 g Filtrier- 
papier gelieferte Glukose auf 2,178 g = 10,89 °/,. 

2. 20 ebenso mit 36 ccm Salzsiiure von 1,126 g D und 
364 ccm Wasser (ungefahr 2,5°/, HCl) 3 Stunden bei 11/, Atmo- 
sphiren erhitzt. Volumen = 400 cem. 20 cem lieferten 0,2726 g 
Cu, O. Die entstandene Glukose betriigt 2,746 g = 18,73 °/). 

Zu einem genauen quantitativen Vergleich fehlt nun 
allerdings die Unterlage, niimlich die Kenntnis der Quantitit 
der Cellulose in 20 g Lichen; es ist aber auch ohne das klar, 
da die nach erschépfender Behandlung des islindischen Mooses 
zuriickgebliebene Cellulose nicht soviel Zucker geliefert haben 
kénnte, wenn es sich um gewéhnliche Cellulose handeln wiirde, 
da die 20 g Cellulose nur ungefahr ebensoviel Zucker ge- 
liefert haben, wie der aus 20 g isliindischem Moos nach er- 
schépfender Behandung mit Wasser gebliebene Rest. 

Um diese Schluffolgerung noch weiter zu stiitzen, wurden 
3,00 g islindisches Moos nach dem Maerckerschen Ver- 
fahren der Amylumbestimmung behandelt. Sie lieferten 1,658 g 
Glukose. 100 Teile Lichen haben danach 55,27 Teile Glukose 
geliefert = 49,74 Teile Lichenin. Nach der im Eingang der 
Arbeit mitgeteilten Analyse liefern 100 g Lichen bei der 
Siurehydrolyse 66,06 g Glukose = 59,45 g Lichenin. Zieht man 
die Summe aller sonst ermittelten Bestandteile und das nach 
obiger Rechnung erhaltene Lichenin (nach Maercker) sowie 
rund 11 g Flechtensiiure von 100 ab, so bleiben noch rund 
18 g, die man als der Kohlehydratgruppe zugehérig betrachten 
kann. Diese haben, wie die Siurehydrolyse zeigt, ca. 10,79¢ 
oder rund 60 °/, Glukose geliefert, wiihrend in den Versuchen 
mit Filtrierpapier 100 g Cellulose im Mittel nur 51 °/, Glukose 
geliefert haben. Auch diese Berechnung zeigt, daf} das is- 
landische Moos in der Tat eine besondere, durch leichte Hy- 
drolysierbarkeit ausgezeichnete Cellulose enthilt. Dabei ist 
die angestellte Uberschlagsrechnung noch insofern ungiinstig, 
als ein Teil der Cellulose wahrscheinlich schon durch die Er- 
hitzung mit der verdiinnten Milchsiure bei 5 Atmosphiiren 
hydrolysiert ist, andererseits ja auch héchst wahrscheinlich 
neben der leicht hydrolysierbaren Cellulose eine andere vor- 
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handen ist, welche durch 2,5°/, Salzsiure nicht angegriffen 
wird, wihrend bei der obigen Berechnung darauf nicht Riick- 
sicht genommen ist. 

Zusammenfassung. 


1. Durch Hydrolyse von Lichen islandicus und Cladonia 
rangiferina mit 2,5°/,iger Salzsiiure oder 6°/,iger Schwefel- 
siure erhilt man rund 66°/, bzw. 60°/, der lufttrockenen 
Substanz an Glukose. 

2. Der Zucker ist vollstindig vergirbar, nur mitunter 
bleibt ein kleiner, als Dextrin anzusehender Rest unvergoren, 

3. Chlornatrium stért die Giarung von Traubenzucker, 
natiirlich um so mehr, je héher der Gehalt daran ist; es kommt 
aber auch der Gehalt der Lésung an Traubenzucker in Betracht. 
Wihrend eine Lésung von etwa 12°/, bei einem Chlornatrium- 
gehalt von 4°/, volistiindig, von 8°/, NaCl fast vollstiindig ver- 
giirt, vergiiren von einer Lésung von 20°/, und 4 °/, Chlor- 
natrium nur etwa °/,, des Zuckers. Dieselbe Lisung ohne 
Chlornatrium zeigt vollstindige Vergiirung. Noch mehr stért 
eine iquivalente Quantitéit von Chlorcalcium. 

4. Die Hydrolysate der Flechten enthalten aufer giirungs- 
fihigem Zucker eine die Girung stérende Substanz; vielleicht 
kommt diese Higenschaft den Flechtensiuren zu. 

5. Die Flechten enthalten, wie bereits von Stenberg 
angegeben ist, eine leicht hydrolysierbare Cellulose, nach E. 
Schultzes Namengebung Hemicellulose. 

6. Das Lichenin wird durch diastatische Fermente (Pankreas. 
ptlanzliche Diastase, Speichel) nicht verzuckert. 

7. Der Gehalt des islindischen Mooses an in die Hydro- 
lysate iibergehenden Flechtensiuren, ausgedriickt als Cetrar- 


siure, berechnet sich, auf indirektem Wege bestimmt, unter 


Zugrundelegung der Formel C,, H,,0,, fiir diese im Minimum 
zu 10,92°/, der lufttrockenen Substanz. 
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Weiterer Beitrag zur Kenntnis des im Harn und in 
Harnsteinen vorkommenden Cystins'). 
Von 


Emil Abderhalden. 


(Aus dem Physiologiscben Institut der Universitat Halle.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. Dezember 1918.) 


Bekanntlich ist die Cystinurie in ihrem Wesen sehr ver- 
schieden beurteilt worden. Es bestand zunichst die Méglich- 
keit, dali die Cystinausscheider diese Aminosdure im Darm- 
kanal bilden und dann jenseits des Darms nicht verwerten 
kénnen. Solange man die Vorstellung hatte, dali die Eiweif- 
kérper im Magen-Darmkanal im wesentlichen nur bis zu 
Peptonen abgebaut werden, und die Bildung von Aminosiiuren 
Bakterien zugeschrieben wurde, war eine solche Auffassung 
der Ursache der Cystinurie verstindlich. Sie wurde noch 
durch die Beobachtung gestiitzt, daf} in vielen Fallen von 
Cystinurie im Harn Diamine auftreten. Die Feststellung, dab 
die Eiweifikérper normalerweise vor ihrer Aufnahme in weit- 
gehender Weise durch die Fermente des Magen-Darmkanals 
zerlegt werden und im wesentlichen wohl nur Aminosauren 
zur Aufnahme gelangen, hat der erwihnten Auffassung der 
Ursache der Cystinurie den Boden entzogen. Immer mehr 
drang die Anschauung durch, dafi der Stoffwechsel des Cystin- 
ausscheiders im allgemeinen ganz normal verliuft. Gestért 
ist nur der Abbau des Cystins. Ob die Stérung die Gesamt- 
heit des im Zellstoffwechsel entstehenden Cystins betrifft, ist 


1) Vergl. Emil Abderhalden: Beitrag zur Kenntnis des in Harn- 
steinen vorkommenden Cystins. Diese Zeitschr., Bd. 51, 8. 391, 1907. 
Hoppe-Seyiler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLV. 9 
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fraglich. Es wire von griéfiter Bedeutung, die Galle eines 
Cystinausscheiders auf den Gehalt an Taurocholsiéure zu unter- 
suchen, um festzustellen, ob die Taurinkomponente gebildet 
werden kann. Es wiirde dann mit gréfter Wahrscheinlichkeit 
der Beweis gefiihrt sein, falls die Leber des Cystinausscheiders 
Taurin bildet, daf} wenigstens die Leberzellen Cystin umwan- 
deln kénnen. Weitere Beobachtungen haben dann ergeben, 
dab die Cystinurie nicht unbedingt mit der Ausscheidung von 
Diaminen verkniipfé zu sein braucht. Ferner wurde beobachtet, 
daf} neben Cystin auch andere Aminosiiuren zur Ausscheidung 
gelangen kénnen. Wir haben es offenbar mit einer mehr oder 
weniger spezialisierten Stérung im Abbau von Aminosiiuren 
zu tun. Es gibt ohne Zweifel reine Cystinausscheider und 
daneben solche, die neben Cystin auch andere Aminosiiuren 
zur Ausscheidung bringen. Ferner gibt es sicherlich auch 
Personen, die kein Cystin ausscheiden, jedoch andere Amino- 
siuren, wie z. B. Tyrosin’). 

Kine neue Beleuchtung erhielt das ganze Problem durch 
die Annahme von Neuberg, wonach das im Harn zur Aus- 
scheidung gelangende Cystin und speziell das in Steinen ent- 
haltene eine andere Struktur haben sollte, als die am Aufbau 
der EKiweibstoffe beteiligte Aminosiiure. Bekanntlich ist sie durch 
weitere Beobachtungen nicht gestiitzt worden. Die Wichtig- 
keit des ganzen Problems erfordert, daf} jeder Fall von Cystin- 
ausscheidern und von Cystinsteinen eingehend untersucht und 
die Art des vorhandenen Cystins genau festgestellt wird. 

Ich hatte Gelegenheit, aus dem Nachlafi der Sammlung 
des Pharmakologen Erich Harnack vier Cystinsteine von 
verschiedener Herkunft zu untersuchen. Ferner konnte ich 
den Harn eines Cystinausscheiders dank der Freundlichkeit 
des Herrn Kollegen Winternitz untersuchen. Der betreffende 
Fall ist in der Inaugural-Dissertation von Alois Lorenz 
(Halle a. S., 1916) beschrieben worden. Der Harn des Patienten 
zeigte nach kurzem Stehen ein Sediment, in dem die charak- 
teristischen Cystinkristalle feststellbar waren. Neben dem 





') Die Literatur vergl. in Abderhalden l. c. 
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Cystin wurden Tyrosin und Leucin festgestellt. Interessanter- 
weise folgten Tagen, an denen aufier Cystin keine anderen 
Aminosiiuren im Harn anzutreffen waren, Tage mit schwan- 
kendem Tyrosingehalt. Leucin wurde nur zweimal in sehr 
geringer Menge beobachtet. Leider verhinderten die Zeitum- 
stiinde eine genaue Untersuchung des Falles. Es wire natiir- 
lich von gréfitem Interesse gewesen, festzustellen, ob das 
Erscheinen anderer Aminosiiuren als Cystin etwas mit der 
Zusammensetzung der Nahrung zu tun hatte. 

Bei dem Cystinausscheider sind die Nagel und die Haare 
auf den Gehalt an Cystin untersucht worden. Die Hydrolyse 
dieser Kiweifikérper erfolgte in der tiblichen Weise mit der 
dreifachen Menge konzentrierter Salzsiure. Die Lésung wurde 
dann mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt und mit Tier- 
kohle gekocht. Das nur sehr schwach hellgelb gefirbte Fil- 
trat wurde nunmehr unter Kiihlung mit Eiswasser mit Natron- 
lauge bis zur schwach sauren Reaktion versetzt. Es erfolgte 
bald Ausscheidung von Cystin. Sie wurde durch Zusetzen 
von Hisessig vervollstiindigt. Das so erhaltene Rohcystin wurde 
in der tiblichen Weise durch Lisen in 10°/,igem Ammoniak 
und Ausfillen mit Hisessig gereinigt. Mit der gefundenen 
Menge verglichen wir die aus Niigeln resp. Haaren einer 
Person, die kein Cystin im Harn aufwies, erhaltene. Diese 
Untersuchung war vorgenommen worden, um einen Einblick 
in die Verwendung des Cystins im Organismus des Cystin- 
ausscheiders zu erhalten. Ein Unterschied im Cystingehalt 
der erwihnten Keratinarten war nicht vorhanden. 

Aus dem Harn ist das Cystin in der iiblichen Weise 
durch Zusatz von Hisessig abgeschieden worden. Die Reini- 
gung erfolgte durch Liésen in 10°/,igem Ammoniak und Aus- 
fallen mit Eisessig. Es konnten im ganzen 2g vollstindig 
reines Cystin erhalten werden. Das in Normal-Salzsiure ge- 
léste Cystin drehte —214,3° C. 

Von diesem Cystin wurde aufierdem der salzsaure Di- 
methylester dargestellt. Dieses Produkt stimmte in simtlichen 
Kigenschaften mit denen des entsprechenden Derivats des aus 
Kiweil} dargestellten Cystins iiberein. Es besteht somit kein 
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Zweifel, das das untersuchte Harn-Cystin mit dem Eiweif- 
Cystin vollstiindig identisch war. 

Von den erwihnten vier Cystinsteinen waren drei mit 
Tyrosin verunreinigt. Diese Aminosiure lief sich leicht mit 
Hilfe des Millonschen Reagenses erkennen. Ein Stein enthielt 
ausschlieBlich Cystin. Die Reinigung erfolgte in der iiblichen 
Weise durch Lésen in Ammoniak und Ausfallen mit Eisessig, 
Sehr empfehlenswert ist auch die Ausscheidung des Cystins 
als salzsaures Salz. Das Cystin aller vier Steine entsprach 
in Kristallform und in allen iibrigen Eigenschaften und _ be- 
sonders auch in seinem optischen Verhalten durchaus dem 
Kiweifi-Cystin. Das Drehungsvermigen betrug —210,5", 
—219,2°, —217,5° und 222,0°C. Auch von diesem Cystin 
wurde in jedem Einzelfalle der salzsaure Dimethylester dar- 
gestellt. Auch seine Kigenschaften bestitigten, daf} ein Unter- 
schied mit EKiweii-Cystin nicht vorhanden war. Somit hat 
auch diese Untersuchung keinen Anhaltspunkt dafiir ergeben, 
da es ein besonderes Harn- oder Stein-Cystin gibt. 
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Kin Versuch zur Anreicherung der Schilddriise an Jod. 
Von 


Eduard Strauss. 


(Aus dem Biologischen Institut zu Frankfurt a. M.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. Dezember 1918.) 


In ihren Studien zur Physiologie der Schilddriise') haben 
F. Blum und R. Griitzner gezeigt, dafi bei normalen Tieren 
(Hunden) die beiden Schilddriisen einen fast gleichen Jod- 
gehalt aufweisen. Nach Herausnahme der einen Schilddriise 
und nachtraglicher Verfiitterung von Jodalkali aber wird die 
zweite Schilddriise an organisch gebundenem Jod (Jodeiweib) 
reicher; und zwar erlangt das Jodeiweifi einen héheren intra- 
molekularen Jodgehalt und gleichzeitig steigt die absolute 
Menge dieses Jodeiweiikérpers wesentlich an. Dieser Be- 
fund beweist zunichst die energische entionisierende Kraft 
der Thyreoidea, sodann aber auch eine Zuriickhaltung des der 
Schilddriise eigentiimlichen Jodtriaigers, welche mit der Lehre 
von der inneren Sekretion dieses Stoffes durchaus nicht ver- 
einbar ist, vielmehr eher fiir die von Blum vertretene An- 
schauung einer intraglanduliiren Entgiftung spricht. 

Bei der Wichtigkeit der vorliegenden Frage fiir das 
Problem der Schilddriisenfunktion bin ich gerne der Anregung 
des Herrn Prof. Blum zu einer Wiederholung des Anreicherungs- 
versuches gefolgt und teile im Folgenden das Ergebnis meiner 
Untersuchung mit. 

Vier Hunden wurde zunichst je eine Schilddriise exstir- 
piert. Den vier Driisen wurde ihre Jodeiweifisubstanz ent- 


1) Zeitschr. f. Physiol. Chem. 91, 8. 417 (1914). 
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zogen, indem die zerkleinerten Driisen dreimal mit je 50 cem 
physiologischer Kochsalzlésung unter starkem Schiitteln extra- 
hiert wurden. Die Extrakte wurden dann nach Filtration 
mit dem gleichen Volumen einer konzentrierten Ammonsulfat- 
lésung auf Halbsattigung gebracht. Das so erhaltene Thyreo- 
globulin wurde wieder aufgelést; die Lésung durch Dialyse 
salzfrei gemacht, filtriert und durch Hinzufiigen von Aceton 
bis zu 80°/, und etwas verdiinnter Essigsiure ausgefillt, der 
Niederschlag gewaschen und schlieflich mit absolutem Aceton 
und Ather behandelt und getrocknet. Sowohl in dieser Substanz 
wie auch in dem Extraktions- und Filterriickstand (welcher 
im Folgenden einfach als ,Schilddriisenleib‘ bezeichnet werden 
soll) wurde nach der von den beiden Autoren angegebenen 
auberordentlich genauen Methode das Jod bestimmt. 


Dieser erste Teil des Versuches ergab nachstehende 
Zahlen: Gewichte der einzelnen feuchten Driisen 


1. rechte Driise 4,3 
rechte Driise 0,5 
linke Driise 1,1 
4, linke Driise 2,1 


zusammen 8 
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Darin Thyreoglobulin (trocken) 0,6893 g. 


Jod im Thyreoglobulin: 
1. Angew. Substanz 0,1920 g; gefunden Jod 0,9384 mg = 0,48 °/). 
2. Angew. Substanz 0,2321 g; gefunden Jod 1.1628 mg = 0,5 °/,. 
Mittelwert 0,49 °/,. 


Jod im Schilddriisenleib: 1,061 mg. 


Rechnet man das im Schilddriisenleib vorhandene or- 
ganisch gebundene Jod auf Thyreoglobulin') um, so erhéht 
sich die angegebene Menge desselben um 0,22 g auf 0,9093 g. 


1) Unter Zugrundelegung des jeweils gefundenen prozentualen Jod- 


gehalts. 
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Die absolute Jodmenge in den vier Driisen betrigt also 
Thyreoglobulin 3,45 mg 
Schilddriisenleib 1,061 mg 
Gesamtjod 4,511 mg 





umgerechnet auf Jodgehalt der feuchten Schilddriisen 0,5 °/,,. 


Den Tieren wurde nun 10 Tage lang Jodnatrium in 
Tagesmengen von 0,1 g bei sonst gleichbleibender Nahrung 
(Milch, Reis) gegeben. Nach weiteren 10 Tagen ohne Jod- 
verfiitterung wurden die jeweils stehengebliebenen Schilddriisen 
exstirpiert und in gleicher Weise wie oben angegeben unter- 
sucht. Hierbei ergaben sich folgende Werte: 

1. linke Driise 6 
linke Driise 1 
rechte Driise 3 
rechte Driise 1 g 
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zusammen 11 g 
Darin Thyreoglobulinmenge (trocken) 1,5012 g. 
Jod im Schilddriisenleib 0,496 mg. 
Jod im Schilddriisenleib umgerechnet auf Thyreoglobulin 
(s. u.) 0,07 g. 
Gesamtthyreoglobulin also 1,5712 g. 
Jod im Thyreoglobulin: 

1. Angew. Substanz 0,3925 g gefunden Jod 3,0396 mg = 0,77 °/,. 
2. Angew. Substanz 0,3925 g gefunden Jod 3,1416 mg = 0,8 °/,. 
Mittelwert 0,78 °/,. 

Die absolute Jodmenge in den vier Driisen betragt dem- 
nach nunmehr: 


Thyreoglobulin 12,0 mg 
Schilddriisenleib 0,496 mg 


Gesamtjod 12,496 mg 
umgerechnet auf Jodgehalt der feuchten Schilddriisen 1,1 °/,,. 





Der von F. Blum und R. Griitzner angestellte Versuch 
ergab an Jod eine Erhéhung von 0,76 mg auf 1,55 mg, bzw. 
von 0,52 mg auf 1,82 mg. 








